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vii1. Einleitung
1.1. Protonen gekoppelter Elektronentransfer
Energiegewinnung und Energiekonservierung stellen fundamentale Prozesse in biologischen
Systemen dar. Die zugrunde liegenden Mechanismen besitzen daher gro￿e Bedeutung und
sind von besonderem Interesse. W￿hrend ATP (Adenosintriphosphat) als Hauptquelle
chemischer Energie Zellen mit dieser versorgt, haben verschiedene Lebensformen unter-
schiedliche Strategien f￿r dessen Produktion entwickelt. In heterotrophen, aeroben Or-
ganismen wird der Gro￿teil an ATP in der oxidativen Phosphorylierung erzeugt. Hier
werden die Reduktions￿quivalente aus der Substratverwertung wie Glykolyse oder Citrat-
zyklus in mehreren Schritten zur Synthese von ATP umgewandelt. Diese werden von f￿nf
Membrankomplexen katalysiert, die als Atmungskette zusammengefasst werden und in der
Cytoplasmamembran oder der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert sind (Schultz
and Chan, 2001).
Die Energie aus der Reduktion des terminalen Elektronenakzeptors Sauersto￿ wird in
einem elektrochemischen Protonengradienten ￿ber der Membran gespeichert, der von der
ATP-Synthase f￿r die ATP-Erzeugung genutzt wird (Mitchell, 1979): Dieser Zusammen-
hang steht im Zentrum der chemiosmotischen Theorie, die damit die Kopplung von At-
mung, die den Protonengradienten (PMF, proton motif force) aufbaut, und der ATP-
Synthese durch die F0F1-ATP-Synthase erkl￿rt. Abbildung 1.1 stellt die Architektur der be-
teiligten Enzymkomplexe einer mitochondrialen Atmungskette sowie den lateralen Elektro-
nen￿uss und vektoriellen Protonen￿uss dar.
Komplex I, die NADH-Ubiquinon Reduktase, ￿bertr￿gt Elektronen von NADH ( E0
0 =
−320mV) auf den mobilen Elektronentr￿ger Ubiquinon (E0
0 = 90mV) und pumpt da-
bei in einem noch nicht gekl￿rten Mechanismus 2H+/e− ￿ber die Membran (s. Brandt
et al., 2003). Die Oxidation von Succinat zu Fumarat (E0
0 = 30mV) und die Redukti-
on von Ubiquinon wird von Komplex II (Succinat-Fumarat-Dehydrogenase) katalysiert,
einer Reaktion, die nicht mit Protonentransfer ￿ber der Membran verbunden ist. Kom-
plex III (Ubiquinol-Cytochrom c-Reduktase, bc1-Komplex ) transferiert die Elektronen
von Ubiquinol in einem zweistu￿gen Mechanismus auf den zweiten mobilen Elektronen-
tr￿ger Cytochrom c (E0
0 = 220mV). Die Arbeitsweise des bc1-Komplexes wird durch den
Q-Zyklus beschrieben, Protonentransfer ￿ber die Membran ￿ndet hierbei durch die vektori-
elle Aufnahme und Abgabe von Protonen bei der Reduktion und Oxidation von Ubiquinol
(UQ + 2H+ + 2e− * ) UQH2) statt. Im Gegensatz hierzu stellt die Cytochrom c Oxida-
se (COX, Komplex IV) eine indirekte Protonenpumpe dar. Bei der von ihr katalysierten
Reaktion werden die Elektronen auf den terminalen Akzeptor Sauersto￿ O 2 (E0
0=820mV)
f￿r dessen Reduktion zu Wasser ￿bertragen. Zus￿tzlich zu den f￿r die Wasserbildung be-
n￿tigten Protonen werden weitere ￿ber die Membran aktiv gepumpt (1H +/e−).
Drei der vier Komplexe tragen demnach zur PMF bei. Der R￿ck￿uss der Protonen
entlang ihres elektrochemischen Gradienten ￿ndet im F0-Teil der ATP-Synthase (Komplex
V) statt, was zur Rotation einer zentralen Untereinheit γ des F1-Teiles f￿hrt. Dadurch wird
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Abbildung 1.1.: Elektronen- und Protonenbewegungen in der Atmungskette: Protonenbewegungen
sind in blau dargestellt, der Elektronen￿uss durch die vier Komplexe und die beiden mobilen
Elektronentr￿ger Cytochrom c und Ubiquinon (UQ oxidiert; UQH2 reduziert) in rot. Proto-
nen werden auf die so genannte P-Seite ( Positiv geladen) transportiert, die topographisch mit
dem Intermembranraum von Mitochondrien oder dem Periplasma von Bakterien ￿bereinstimmt.
Entsprechend beschreibt die N-Seite (Negativ geladen) die Matrix von Mitochondrien oder das
Cytoplasma von Bakterien.
eine enge konformationelle Kopplung mit den katalytischen Zentren der ATP-Synthese
(∆G00 = −31kJ · mol−1(b = 321meV)) und der durch die Protonen angetriebene Rotation
vermittelt (s. Oster and Wang, 2003).
Zwar lassen sich alle Vorg￿nge zum Aufbau der PMF als Protonen gekoppelter Elektro-
nentransfer (PCET) bezeichnen, Charakter und Umsetzung in den verschiedenen Enzym-
komplexen sind jedoch unterschiedlicher Natur. An allen Redoxreaktionen, die von den
ersten vier Komplexen der Atmungskette katalysiert werden, sind als Substrate abseits der
transferierten Elektronen auch Protonen beteiligt. Neben der unterschiedlichen Chemie der
einzelnen Reaktionen sind hierf￿r auch die verschiedenen Mechanismen in den Systemen
verantwortlich, die den Protonen- und den Elektronentransport miteinander verbinden.
Aufgrund der Separierung der Elektronendonoren und -akzeptoren in den Enzymkomple-
xen wird ein Protonen- und Elektronentransfer ￿ber eine gro￿e Distanz verlangt. Die beiden
Substrate m￿ssen zum Ort der Redoxchemie gebracht werden und dar￿berhinaus zu den
entsprechenden Pumpstellen, die die an die Redoxreaktion gekoppelten Protonen schlie￿-
lich ￿ber die Membran bef￿rdern. F￿r die Funktionalit￿t der Atmungskette bedarf es daher
einer besonderen architektonischen Ausstattung: einem e￿zienten Elektronentransferweg,
Protonentransferwegen ￿ber gro￿e Distanzen und einer engen zeitlichen Kopplung zwischen
der Redoxreaktion und den Transferschritten.
Neben der strukturellen und energetischen Dimension besitzen diese Fragestellungen eine
kinetische. Die Transferprozesse umfassen transiente Vorg￿nge, so dass sich deren Beschrei-
bung in einem entsprechenden Formalismus niederschl￿gt. Elektronentransfer in Proteinen
l￿sst sich mit Hilfe der Marcus-Theorie beschreiben (Gray and Winkler (1996, 2005), s.a.
4.1.2 auf S.96). Hierdurch l￿sst er sich mit zwei Parametern charakterisieren, der Reor-
ganisationsenergie λ und der elektronischen Kopplung HRP zwischen den beiden Redox-
reaktanden. Die Elektronentransferrate im nichtadiabatischen Regime weist in Proteinen
eine starke Distanzabh￿ngigkeit auf, die durch das die Redoxkofaktoren umgebende Pro-
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teinmedium beein￿usst wird. Sie f￿llt dabei in einem Ma￿e exponentiell ab, das zwischen
dem f￿r ein Vakuum und einer kovalenten Br￿cke als Medium liegt (Moser et al., 1995).
F￿r Elektronentransfer in biologischen Systemen ergibt sich aus der Distanzabh￿ngigkeit
die Forderung, dass in Proteinen die Redoxkofaktoren nicht weiter als 15¯ entfernt sein
d￿rfen.
Der Protonentransfer ￿ber gro￿e Distanzen stellt hierzu ein konzeptionell anderes Pro-
blem dar. Protonen k￿nnen aufgrund ihrer gegen￿ber Elektronen fast 2000 Mal gr￿￿eren
Masse nicht ￿ber l￿ngere Distanzen durch die Proteinumgebung tunneln (≤1¯). F￿r einen
Transfer ￿ber die Membran, der also die beiden w￿ssrigen Phasen miteinander verbindet
und sich ￿ber ≈30¯ erstreckt, muss demnach ein anderer Mechanismus greifen (Ferguson,
2000). Prinzipiell stellt ein Protonentransfer eine Serie von S￿ure-Base-Reaktionen dar,
bei denen neben den Aminos￿ureresten mit protischen Gruppen auch Wassermolek￿le, in
Proteinen gebunden, beteiligt sein k￿nnen (Williams, 2002). Die Protonentransferrate wird
durch die pKs-Werte der einzelnen Gruppen beein￿usst. Diese sind allerdings in den meisten
F￿llen f￿r die beteiligten Gruppen unbekannt, da sie sich im Inneren des Proteins mit einer
kleinen Dielektrizit￿tskonstante von w￿ssrigen Systemen unterscheiden k￿nnen. Selbst ein
Transfer ￿ber kurze Entfernung gewinnt in der Beschreibung der daran beteiligten Grup-
pen schnell ein hohes Ma￿ an Komplexit￿t. Neben der Protonen￿bertragung in Proteinen
kann auch der ￿bertritt eines Protons von der w￿ssrigen Phase in den Protonenkanal des
Proteins (Gutman and Nachliel, 1990) oder zwischen der geladenen Membranober￿￿che
und der w￿ssrigen Phase eine betr￿chtliche Barriere darstellen, die die Kinetik des Proto-
nentransfers beein￿usst und bei der Beschreibung des Protonentransfers unter Umst￿nden
ber￿cksichtigt werden muss (Cherepanov et al., 2003; Mulkidjanian et al., 2006).
A      B---HC
+- A      BH ---C
-+ A     B---HC
-+ A     BH ---C
PT
PT
ET ET PCET
Abbildung 1.2.: Protonen gekoppelter Elektro-
nentransfer, bei dem Elektronen- und Proto-
nenakzeptor nicht dieselbe chemische Grup-
pe darstellen (aus Mayer and Rhile, 2004).
ET - Elektronentransfer
PT - Protonentransfer
PCET - Protonen gekoppelter ET
Die Kopplung von Elektronen- und Protonentransfer ist ein wesentlicher Bestandteil
der chemiosmotischen Theorie: Die Energie aus der Oxidation der Reduktions￿quivalente
muss zum Aufbau des elektrochemischen Protonengradienten genutzt werden. Der ther-
modynamische Zyklus in Abbildung 1.2 verdeutlicht den Zusammenhang zwischen diesen
beiden Reaktionen, wobei die Reaktanden des Elektronentransfers hier nicht mit denen der
Protonierungsreaktion zusammenfallen. Bei gekoppelten Reaktionen beein￿ussen sich die
pKs-Werte und die Redoxpotentiale der beteiligten Gruppen derart, dass die h￿her oxi-
dierte Form zu einer Erniedrigung des pKs-Wertes f￿hrt und umgekehrt. Die Reaktionen
k￿nnen dabei entweder sequentiell oder konzertiert verlaufen. Die Wahl des Reaktionsweges
wird hierbei von der H￿he und der Art der Barriere bestimmt. Sind die beiden Reaktio-
nen voneinander getrennt (Auftreten eines Intermediates), lassen sie sich einzeln mit den
entsprechenden kinetischen Formalismen betrachten. Andererseits kann der konzertierte
Schritt zu einer betr￿chtlichen Absenkung der Energiebarriere f￿hren und somit den be-
vorzugten Reaktionsweg darstellen. Ein Beispiel stellt der Transfer eines Wassersto￿atoms
vom Wasser oxidierenden Mangan-Cluster auf das Redox-aktive Tyrosinradikal Y z in Pho-
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tosystem II dar (Tommos and Babcock, 1998; Westphal et al., 2000). Detaillierte kinetische
Studien konnten hier belegen, dass die Reaktion am besten mit einer konzertierten ￿ber-
tragung eines Wassersto￿atoms beschrieben wird.
Protonen gekoppelter Elektronentransfer ist theoretisch untersucht worden. Der gemein-
same Transfer auf einer Reaktionskoordinate erscheint zun￿chst sehr unwahrscheinlich auf-
grund der unterschiedlichen Massen. Aus der Entwicklung der Elektronentransferraten wird
ersichtlich (Hatcher et al., 2005; Hammes-Schi￿er, 2002), dass das Proton sowohl die elek-
tronische Kopplung als auch die Reorganisationsenergie des Prozesses beein￿usst ( Cukier
and Nocera, 1998; Hammes-Schi￿er, 2001). Die Kopplung der Ladungsverschiebung durch
die Elektronen- und Protonenbewegung an die Polarisierung des umgebenden Mediums ist
ein entscheidendes Charakteristikum von PCET (Chang et al., 2004). Die Unterscheidung
der einzelnen Prozesse ist nicht vorhersagbar, sondern liegt an den spezi￿schen energe-
tischen Gegebenheiten. In welchem Umfang PCET in den verschiedenen Reaktionen der
Atmungskette auftritt, ist bisher noch ungekl￿rt (Cukier, 2004). Es stellt jedoch einen at-
traktiven Ansatz dar, der letztlich die Kinetik des PCET erkl￿ren und somit in solchen
Messungen nachgewiesen werden kann. Kinetische Untersuchungen, wie Aktivierungsener-
gien oder kinetische Isotopene￿ekte, k￿nnen demnach verstehen helfen, wie die Natur die
Kopplung in den verschiedenen Enzymkomplexen umgesetzt hat.
1.2. Die Cytochrom c Oxidase
￿ber verschiedene Aspekte der Cytochrom c Oxidase stehen eine Vielzahl an ￿bersichts-
artikeln zur Verf￿gung, die hier nur angef￿hrt werden sollen, um als eine erste Referenz zu
dienen. Wesentliche Details der fr￿hen biochemischen Charakterisierung sind in Wikstr￿m
et al. (1981) zusammengefasst. Auf weitere allgemeine Artikel (Babcock and Wikstr￿m,
1992; Ferguson-Miller, 1996; Michel et al., 1998; Kannt and Michel, 2001; Ludwig et al.,
2001; Richter and Ludwig, 2003; Brzezinski, 2004), sowie ￿ber Untersuchungen zur Sauer-
sto￿chemie der COX (Kitagawa, 1997; Einarsd￿ttir and Szundi, 2004) und synthetischen
Modellsystemen des binuklearen Zentrums (Kim et al., 2004; Collman et al., 2004) soll hier
hingewiesen werden, die letztlich auf die zentrale Frage des molekularen Pumpmechanismus
hinf￿hren (Zaslavsky and Gennis, 2000; Mills and Ferguson-Miller, 2003; Wikstr￿m, 2004),
ohne den Anspruch der Vollst￿ndigkeit zu erf￿llen.
1.2.1. Funktion und Struktur
Das Gram-negative Bakterium Paracoccus denitri￿cans besitzt als Modellsystem alle Kom-
ponenten einer mitochondrialen Atmungskette (John and Whatley, 1977). Drei verschiede-
ne terminale Oxidasen k￿nnen in Abh￿ngigkeit der Sauersto￿umgebung exprimiert werden
(de Gier et al., 1994), wobei im Folgenden nur die aa3-Oxidase (COX) betrachtet wird.
Die isolierte COX (Ludwig and Schatz, 1980) aus Paracoccus denitri￿cans besteht aus vier
Untereinheiten. Untereinheit I und II binden die Redox-aktiven metallischen Kofaktoren
und bilden die funktionale Einheit. Eine Rolle von Untereinheit III auf die Stabilit￿t und
Aktivit￿t wurde beobachtet (Hosler, 2004) und ist Gegenstand einer Diskussion ￿ber die
Bedeutung dieser Untereinheit (Mills and Hosler, 2005). Neben den am Elektronentrans-
fer beteiligten Metallzentren ￿nden sich noch ein Magnesium oder Mangan-Ion zwischen
Untereinheit I und II, sowie eine Calciumbindungsstelle in der N￿he von H￿m a (P￿tzner
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et al., 1999). Vier Elektronen von Cytochrom c werden auf den terminalen Elektronenak-
zeptor Sauersto￿ ￿bertragen, der in einer Reihe von Reaktionen zu Wasser reduziert wird.
Die dabei freigesetzte Energie (≈ 2,3eV) kann f￿r das Pumpen von vier Protonen ￿ber
die Membran dienen:
4Cytc2+ + 8H+
N + O2 −→ 4Cytc3+ + 4H+
P + 2H2O
Sowohl die gepumpten als auch die f￿r die Wasserbildung ben￿tigten chemischen Protonen
werden von der N-Seite aufgenommen, w￿hrend die Elektronen von der P-Seite angeliefert
werden. So werden in einem Reaktionszyklus insgesamt acht Ladungen, vier gepumpte
Protonen und je vier Elektronen und Protonen f￿r die Wasserbildung, ￿ber die Membran
verschoben, was bei einer PMF von 0,22V, ein Wert, der in Mitochondrien gefunden wird,
einem Wirkungsgrad von ≈ 75% entspricht.
Inzwischen sind eine ganze Reihe von R￿ntgenstrukturen von unterschiedlichen Oxida-
sen aus verschiedenen Organismen verf￿gbar, die 4-Untereinheiten-Struktur aus Paracoccus
denitri￿cans (Iwata et al., 1995, s. Abb.1.3), aus dem Rinderherz (Tsukihara et al., 1996,
2003), aus Rhodobacter sphaeroides (Svensson-Ek et al., 2002), sowie die ba3-Oxidase aus
Thermus thermophilus (Soulimane et al., 2000) und die bo3-Ubiquinol-Oxidase aus Esche-
richia coli (Abramson et al., 2000). In Kombination mit Mutagenese-Studien konnten zwei
Hauptprotonenwege identi￿ziert werden (P￿tzner et al., 1998; Gennis, 1998), die nach kon-
servierten Aminos￿uren benannt sind, D124 im D-Kanal und K354 im K-Kanal. Sie besit-
zen eine Reihe von hydrophilen und protischen Seitenketten, die in Zusammenarbeit mit
gebundenen Wassermolek￿len f￿r einen e￿zienten und schnellen Protonentransport sor-
gen. Im D-Kanal ist das Glutamat E278 lokalisiert. Es wird angenommen, dass Protonen
von dieser Stelle aus zum einen ins binukleare Zentrum, zum anderen zu einer Pumpstel-
le aus einem Cluster aus ionisierbaren Gruppen und Wassermolek￿len via den H￿mpro-
pionaten gelangen k￿nnen (Kannt et al., 1998a). Von hier k￿nnen die Protonen entlang
eines Protonenausgangkanals zur periplasmatischen Seite transportiert werden. Aus theo-
retischen (Popovi¢ and Stuchebrukhov, 2005) und experimentellen Ergebnissen (Schmidt
et al., 2003) wurde geschlossen, dass der Bereich um die Mg/Mn-Bindungsstelle an diesem
Prozess beteiligt ist. Elektronentransfer wird hingegen von der gegen￿ber liegenden Seite
initiiert. Das binukleare CuA stellt den prim￿ren Elektronenakzeptor f￿r Cytochrom c dar
(Pan et al., 1993). Von hier aus gelangen die Elektronen ￿ber das low spin H￿m a ins
binukleare Zentrum, das aus dem high spin H￿m a3 und CuB besteht, dem Ort der Sauer-
sto￿reduktion.
1.2.2. Reaktionszyklus und Mechanismus der Protonenpumpe
Die Sauersto￿chemie ist mit verschiedenen spektroskopischen und analytischen Methoden
untersucht worden. Hinsichtlich der detektierbaren Intermediate und der Oxidationszu-
st￿nde der Sauersto￿intermediate besteht Einvernehmen, bez￿glich der Protonierungsgrade
hingegen sind verschiedene Modelle zu ￿nden. Abbildung 1.4 zeigt einen vereinfachten Zy-
klus der COX mit ihren verschiedenen Zwischenzust￿nden. Das isolierte Enzym liegt im
oxidierten Zustand vor (O, oxidized). In der Kristallstruktur des Enzyms aus Paracoccus
denitri￿cans wurde die Elektronendichte zwischen H￿ma3 und CuB als ein Wasserligand am
H￿m und ein Hydroxidion als vierter Ligand am Kupferatom modelliert (Ostermeier et al.,
1997). Dies ist in ￿bereinstimmung mit EXAFS-Messungen (extended X-ray absorption
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Abbildung 1.3.: Struktur der vier Untereinheiten der Cytochrom c Oxidase aus Paracoccus denitri-
￿cans (PDB Code 1QLE): Die einzelnen Untereinheiten sind unterschiedlich farblich markiert
(UE I gelb, UE II lila, UE III orange, UE IV gr￿n). Die beiden Protonenkan￿le f￿hren ￿ber
ein Reihe von angezeigten Aminos￿ureseitenketten von der cytoplasmatischen Seite ins Innere
des Proteins. Elektronentransfer (gr￿ne Pfeile) ins binukleare Zentrum startet beim prim￿ren
Elektronenakzeptor CuA und f￿hrt weiter ￿ber H￿m a zu H￿ma3. Die metallischen Kofaktoren
sind entsprechend benannt.
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￿ne structure), die ein Sauersto￿atom als vierten Liganden des CuB in einer tetragona-
len Koordination zusammen mit drei Histidinliganden (H276, H325, H326) unterst￿tzen
(Powers et al., 1994). Die so genannte reduktive Phase des katalytischen Zyklus umfasst
die ersten beiden Elektronenaufnahmen, da diese in Abwesenheit von Sauersto￿ statt￿n-
den und nur zur Reduktion der metallischen Redoxkomponenten der COX f￿hren. Nach
Aufnahme des ersten Elektrons be￿ndet sich das Enzym im E-Zustand (E, electronated),
nach der zweiten im R-Zustand (R, reduced). Das reduzierte H￿m a3 bindet molekularen
Sauersto￿ (A, Chance et al., 1975). Die Sauersto￿bindung zwischen den beiden Sauersto￿-
atomen wird daraufhin in einer konzertierten Reaktion ohne detektierbare Intermediate
gebrochen, und das Enzym gelangt in den PM-Zustand (P, peroxy). Aus Isotopenmarkie-
rungen des Sauersto￿s wurde deutlich, dass bereits in diesem Zustand das Eisenatom des
H￿ma3 im Ferrylzustand vorliegt und nicht, wie zuvor angenommen, als ein Peroxyaddukt
(Proshlyakov et al., 1998; Fabian et al., 1999). Von den vier Elektronen, die zur Reduktion
des Sauersto￿s in diesem Schritt ben￿tigt werden, stammen drei von den Metallzentren
und das vierte von einer aromatischen Aminos￿ure, die hierbei zu einem Radikal kon-
vertiert. Deren Identit￿t ist noch nicht vollst￿ndig gekl￿rt, da das prim￿re Radikal mit
weiteren Seitenketten reagieren kann, was die Zuordnung in den EPR-Spektren erheblich
erschwert (Budiman et al., 2004). Dennoch gibt es Hinweise, dass das konservierte W272
die urspr￿ngliche Elektronenquelle f￿r die Sauersto￿reduktion darstellt (MacMillan et al.,
2006). Das n￿chste Intermediat im Zyklus wird nach dem Ferrylzustand benannt (F, Pros-
hlyakov et al., 1996)) und unterscheidet sich vom vorherigen in der Abwesenheit eines
Radikalsignals in den EPR-Spektren, so dass im P→F-￿bergang das Radikal als Spezies
mit der gr￿￿ten Oxidationsst￿rke rereduziert wird. Das vierte Elektron bringt das Eisenion
von H￿m a3 wieder auf die Oxidationsstufe FeIII und stellt damit den Ausgangszustand
wieder her.
Neben den hier vorgestellten Intermediaten werden in der Literatur noch weitere er-
w￿hnt. An der Cytochrom c Oxidase k￿nnen zeitaufgel￿ste Messungen mit der so genann-
ten ￿ow-￿ash Technik durchgef￿hrt werden. Hierbei wird ausgenutzt, dass Kohlenmonoxid
(CO) an das reduzierte H￿m a3 binden und durch Licht wieder freigesetzt werden kann.
Wird die Reaktionsl￿sung vor der Photolyse mit einer sauersto￿haltigen L￿sung gemischt
(￿ow) und kurz darauf das CO photolysiert (￿ash), k￿nnen die durch die Sauersto￿chemie
induzierten Signale zeitlich verfolgt werden. Als Ausgangszustand solcher Messungen kann
das vollst￿ndig reduzierte, CO bindende Enzym (RedCO) oder ein Enzym dienen, bei dem
nur das binukleare Zentrum reduziert und mit CO gebunden vorliegt (mixed-valence CO
bound, MVCO). Ausgehend von RedCO f￿hrt die Reaktion mit Sauersto￿ zu einer Spezi-
es, die ein ￿hnliches Absorptionsspektrum wie PM im sichtbaren Bereich mit einem Peak
bei 607nm f￿r das Rinderherzenzym aufweist und daher PR genannt wird. Sie besitzt ein
zus￿tzliches Elektron zwischen H￿m a und CuA und ein rereduziertes Radikal. Die beiden
Formen PR und PM unterscheiden sich jedoch auch spektroskopisch im sichtbaren Bereich
(Einarsd￿ttir et al., 2002), was entweder eine Konsequenz aus der Anwesenheit eines Radi-
kals in der PM -Form ist oder das Ergebnis unterschiedlicher Reaktionswege, die abh￿ngig
vom pH-Wert beschritten werden (Szundi et al., 2003). Ein vergleichbarer E￿ekt kann auch
auf der Stufe der Zweielektronen reduzierten Spezies beobachtet werden. In Abh￿ngigkeit
vom pH-Wert ￿ndet man bei der Reaktion von COX mit H2O2 eine Mischung von PM und
einer weiteren Spezies F’, die ein ￿hnliches Absorptionsspektrum wie der F-Zustand mit
einem Peak bei 580nm aufweist, zus￿tzlich jedoch ebenfalls wie P M ￿ber ein Radikal ver-
f￿gt (MacMillan et al., 1999). Die Pr￿senz weiterer Zust￿nde sowie die Aufzweigung der
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Abbildung 1.4.: Vereinfachter Reaktionszyklus der COX: Dargestellt ist der Reaktionszyklus der
COX, dessen Intermediate mit den gewohnten Buchstaben benannt sind. Daneben sind die
m￿glichen chemischen Zust￿nde des binuklearen Zentrums abgebildet. AS-H steht f￿r eine Ami-
nos￿ure, die als Elektronendonor in der Bildung des P M -Zustandes fungiert. Der zweite Pro-
tonenakzeptor in der reduktiven Phase ist nicht dargestellt. Er fungiert hier als zus￿tzlicher
Protonendonor im P→F-￿bergang .
Reaktionswege kann in der physiologischen Reaktion der COX zu einer Erweiterung des
Reaktionszyklus’ f￿hren.
Bez￿glich des Reaktionsmechanismus’ hat das wissenschaftliche Feld der Oxidase in den
letzten Jahren viele neue Vorstellungen entwickelt. So wurde das Modell ￿berholt, dass nur
im P→F-￿bergang und im F→O-￿bergang je zwei Protonen gepumpt werden (Wikstr￿m,
1989). Dagegen ist die elektrostatische Kompensation im Inneren des Proteins als Kon-
zept der Elektroneutralit￿t akzeptiert, das eine Aufnahme einer Gegenladung bei Transfer
einer Ladung in die COX verlangt (Rich, 1995). F￿r den Mechanismus der Cytochrom c
Oxidase entwickelt sich nun die Problematik, dass pro Elektron insgesamt zwei Ladungen
￿ber die Membran verschoben werden. Von einer abstrakten, vereinfachenden Warte be-
trachtet, l￿sst sie sich l￿sen, indem Elektronentransfer von Cytochrom c nach H￿m a oder
ins binukleare Zentrum mit der Beladung der Pumpstelle im Inneren der COX mit einem
Proton verkn￿pft ist. Der Elektronentransfer generiert eine reduzierte Gruppe mit hohem
pKs-Wert, deren Protonierung durch ein zweites Proton das zu pumpende Proton auf die
P-Seite aufgrund der ung￿nstigen elektrostatischen Wechselwirkung ausst￿￿t. Hinsichtlich
der an diesem Vorgang beteiligten Gruppen und der zugrunde liegenden Prinzipien herrscht
jedoch Uneinigkeit.
Michel (1998, 1999) erweiterte das Prinzip der Elektroneutralit￿t auf die Reduktion von
H￿m a. Die Aufnahme eines Elektrons wird durch eine Protonenaufnahme kompensiert.
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Die in elektrostatischen Rechnungen gefundenen Cluster (Kannt et al., 1998a) dienen als
Protonierungsstellen f￿r das zu pumpende Proton und werden von dem Reduktionszustand
von H￿ma beein￿usst: So f￿hrt Elektronentransfer von H￿m a nach H￿ma3 zu einem Pro-
tonentransfer von Cluster A nach Cluster B. Von dieser Stelle besitzt das Proton keinen
Zugang zum binuklearen Zentrum, was zu einer Kurzschlussreaktion f￿hrte. Die Redukti-
on des binuklearen Zentrums kreiert ein Zwischenprodukt, dessen Protonierung nun das
Proton im Cluster B ausst￿￿t, so dass es auf die N-Seite freigesetzt wird (s.a. Abb. 1.5(a)).
Papa (2005) beschreibt einen ￿hnlichen Mechanismus, den er allosterische, kooperative
Kopplung in Anlehnung an H￿moglobin nennt. Hier sind die Kofaktoren Cu A/H￿m a und
CuB/H￿ma3 mit der Aufnahme bei Reduktion und Abgabe bei Oxidation von Redox-Bohr-
Protonen verkn￿pft, die ebenfalls in zwei Clustern aufgenommen werden. Der wichtige
Unterschied liegt in der allosterischen Kontrolle, die die Vektorialit￿t der Protonenbewe-
gung vermittelt: Aufgrund der beobachteten Struktur￿nderungen, die in den Kristallstruk-
turen der oxidierten und reduzierten Rinderherzoxidase beobachtet wurden (Tsukihara
et al., 2003), wurde auf eine besondere Rolle von D51 geschlossen, das bei Reduktion von
H￿ma zur w￿ssrigen Phase der P-Seite zug￿nglich wird und deprotoniert. Im deprotonier-
ten Zustand wird nun bei R￿ckkehr des D51 das oxidierte H￿m a stabilisiert. Ausl￿ser ist in
Analogie zu H￿moglobin eine kleine ˜nderung am Histidinliganden des H￿m a, das sich in
einer konformationellen Welle fortsetzt. Die Abwesenheit von D51 in bakteriellen Oxidasen
sowie von gro￿en strukturellen ˜nderungen nach Reduktion (Harrenga and Michel, 1999)
unterminiert die Allgemeing￿ltigkeit dieses Modells.
Namslauer et al. (2003); Namslauer and Brzezinski (2004) stellen den elektrosta-
tischen Modellen ein mechanisches gegen￿ber: Der Pumpvorgang wird hier nicht durch
Elektronentransfer, sondern durch Protonierung des binuklearen Zentrums durch E286
(E278 in Paracoccus denitri￿cans) initiiert. Dadurch wird eine transiente strukturelle Ver-
￿nderung in der Pumpstelle, den H￿mpropionaten, hervorgerufen, die nun von der cyto-
plasmatischen Seite protoniert werden k￿nnen. Reprotonierung von E286 und Relaxation
der Struktur￿nderung f￿hren zur pKs-Erniedrigung der Pumpstelle und Freisetzung des
gepumpten Protons auf der periplasmatischen Seite (s.a. Abb. 1.5(b)). Die Energie, die
f￿r das Pumpen eines Protons ￿ber die Membran notwendig ist, wird hier also in einem
energetisierten Zustand des Proteins gespeichert und mechanistisch ohne Elektronentrans-
fer vermittelt (FaxØn et al., 2005). Dieser grundlegende Unterschied ist jedoch angezweifelt
worden (Belevich et al., 2006).
Wikstr￿m (2004) betont ebenfalls die Bedeutung des Substratprotons, um das zu pum-
pende Proton elektrostatisch aus der Pumpstelle auszusto￿en. Der Zugang der Pumpstelle
zu den beiden w￿ssrigen Phasen der Membran wird hier kinetisch kontrolliert: Protonierung
der Pumpstelle ist nur transient m￿glich und von der cytoplasmatischen Seite schneller als
von der periplasmatischen. Das Substratproton ist an vorherigen Elektronentransfer ge-
kn￿pft, so dass Kurzschlussreaktionen, d.h. Protonierung der Pumpstelle von der periplas-
matischen Seite nur bei einer sehr hohen PMF statt￿ndet. Da sowohl Substrat- als auch
Pumpprotonen ￿ber den D-Kanal aufgenommen werden, erfordert dieses Modell ein Tak-
ten der Zug￿nglichkeit. Hierf￿r wurde eine Kontrolle des elektrischen Feldes zwischen den
H￿mgruppen ￿ber die Ausbildung von Wasserketten vorgeschlagen, die bei Reduktion von
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Abbildung 1.5.: Vergleich verschiedener Reaktionsmodelle der COX (s.Text).
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H￿m a Zugang von E278 zur Pumpstelle, sowie nach Oxidation zum binuklearen Zentrum
gew￿hrleistet (Wikstr￿m et al., 2003, 2005; Olsson and Warshel, 2006). Im Unterschied zu
den elektrostatischen Modellen ist hierf￿r eine Kopplung zwischen H￿m a-Reduktion und
Protonenaufnahme nicht notwendig, hingegen muss jeder ￿bergang mit Elektronentransfer
zum Pumpen eines Protons f￿hren. Hierf￿r muss eine neue Spezies H statt des O-Zustandes
eingef￿hrt werden, deren Protonierung auch in der reduktiven Phase ausreichend ist, um je
ein Proton im O→E-￿bergang und E→R-￿bergang zu pumpen (Verkhovsky et al., 1999b;
Bloch et al., 2004). Bisher fehlen jedoch spektroskopische Hinweise auf die Anwesenheit
einer solchen Spezies. H ist nicht stabil und relaxiert in den O-Zustand, dessen Reduktion
zu R nicht mit Protonenpumpen verbunden ist (s. Abb. 1.5(c)).
Popovi¢ and Stuchebrukhov (2004b) schlagen ein ￿hnliches Modell vor, bei dem der
Pumpvorgang einer kinetischen Kontrolle untersteht. Bei Reduktion des binuklearen Zen-
trums wird H291 (H326 in Paracoccus denitri￿cans ), ein Ligand von CuB, protoniert. Die
anschlie￿ende Aufnahme des Substratprotons f￿hrt zur Freisetzung des gepumpten Pro-
tons. Die kinetische Kontrolle liegt in der Tatsache, dass H291 schneller protoniert wird als
der Akzeptor im binuklearen Zentrum. Dieses Modell ist dem von Michel (1999) sehr ￿hn-
lich, betont aber die Rolle von H291, das zuvor schon eine zentrale Rolle im Histidinzyklus
gespielt hat (Wikstr￿m, 2000). Es unterstreicht dar￿ber hinaus die immer st￿rker werdende
Rolle und fortschreitende Entwicklung in der Anwendung Computer gest￿tzter Analysen
(elektrostatische Berechnungen, MolekularDynamische/QuantenMechanische Berechnun-
gen), zum einen hinsichtlich der elektrostatischen Wechselwirkungen und zum anderen in
Bezug auf die Reaktionswege.
Abbildung 1.5 vergleicht drei verschiedene Modelle und soll exemplarisch anhand des
F→O-￿berganges die mechanistischen Unterschiede beleuchten. Insbesondere die Rolle
von H￿m a und seine Verkn￿pfung mit Redox-Bohr-Protonen, sowie der Mechanismus der
Kopplung von Elektronentransfer zwischen den H￿mgruppen und dem Protonentransfer
zur Pumpstelle bleiben weiterhin Gegenstand intensiver Forschung und Diskussionen. Das
Modell nach Michel ist in Abbildung 1.5(a) dargestellt. Im F→O-￿bergang f￿hrt Reduktion
von H￿m a zur Protonierung des Cluster A (Zwischenstufe arF). Elektronentransfer von
H￿ma nach H￿ma3 f￿hrt zur Verlagerung des Protons vom Cluster A nach Cluster B (1).
Protonierung des binuklearen Zentrums st￿￿t das zu pumpende Proton aus dem Cluster
B (2).
In Abbildung 1.5(b) ist das Modell nach Brzezinski and Larsson (2003) dargestellt: Im
Zyklus ist ausgehend von A auch die Intermediate aus der Reaktion mit dem vollst￿n-
dig reduzierten Enzym zu sehen (PR), da hier der Protonentransfer in Abwesenheit von
Elektronenbewegungen zu beobachten ist (PR →F-￿bergang). Im F→O-￿bergang f￿hrt
Elektronentransfer ins binukleare Zentrum zur Deprotonierung von E278 und dem transi-
enten ￿￿nen des Protonenweges zur Pumpstelle (1). Reprotonierung von E278 setzt das
gepumpte Proton frei (2).
Im Modell nach Wikstr￿m (2004) spielt die Oxidation von H￿m a eine zentrale Rol-
le (Abbildung 1.5(c)): Reduktion von H￿m a f￿hrt zur Orientierung einer Wasserkette
zwischen E278 und den H￿mpropionaten (blaue Kreise). Durch Elektronentransfer auf
H￿m a3 (oranger Pfeil) kommt es zur transienten Deprotonierung von E278 und Transfer
dieses Protons zur Pumpstelle (1) und zur Reprotonierung von E278 (2). Die Wasserkette
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erf￿hrt eine Umorientierung, Protonentransfer ins binukleare Zentrum wird m￿glich und
das zu pumpende Proton wird aufgrund der Elektrostatik freigesetzt (3).
1.2.3. Heterogenit￿ten der COX
In der Literatur wurden schon ausf￿hrlich f￿r das Rinderherzenzym Heterogenit￿ten bei
verschiedenen Enzympr￿parationen beschrieben (s. Moody, 1996, f￿r eine ￿bersicht). F￿r
die bakteriellen Oxidasen ist die Situation nicht so eindeutig, auch wenn es Berichte ￿ber
pr￿parationsabh￿ngige Eigenschaften der Soretbande oder von EPR-Signalen gibt (Hosler
et al., 1992; Mitchell et al., 1995). Als Ursache f￿r die beobachteten Unterschiede wurden
Bindungen unterschiedlicher Liganden an das binukleare Zentrum herangezogen. In den
Kristallstrukturen l￿sst sich zwar im oxidierten Zustand eine Elektronendichte zwischen
H￿m a3 und CuB identi￿zieren, die Ursache hierf￿r wurde jedoch unterschiedlich inter-
pretiert: Ostermeier et al. (1997) wiesen der Elektronendichte ein Wassermolek￿l an H￿m
a3 und ein Hydroxidion am CuB zu. Dies wurde ￿bereinstimmend auch in der Kristall-
struktur der COX aus Rhodobacter sphaeroides beobachtet (Svensson-Ek et al., 2002). Im
Rinderherzenzym hingegen wurde ein Sauersto￿molek￿l in die Elektronendichte modelliert
(Yoshikawa et al., 1998). EXAFS und ENDOR Studien unterst￿tzten das Bild eines proto-
nierbaren vierten Liganden am CuB, der zum Teil durch ein Chlorid ersetzt werden kann
(Fann et al., 1995).
Die Heterogenit￿ten, die in der isolierten COX beobachtet werden, haben Ein￿uss auf die
Reaktion der Oxidase mit verschiedenen Liganden. Hier manifestieren sich die Unterschie-
de und werden daher f￿r die Charakterisierung der Enzympr￿paration herangezogen, wie
die Reaktion von exogenen Reduktionsmitteln wie Wassersto￿peroxid (H 2O2) oder Koh-
lenmonoxid (CO), sowie die Bindungskinetik von Cyanid, das unterschiedlich schnell in
Abh￿ngigkeit des Zustandes der Oxidase gebunden wird. Verschiedene Raten der Cyanid-
bindung f￿hrten zur Klassi￿zierung der Cytochrom c Oxidase in eine sogenannte schnelle
und langsame Form (Naqui et al., 1984; Young, 1988; Brudvig et al., 1981). Die beiden
Formen lassen sich ineinander ￿berf￿hren. So f￿hrt Inkubation bei niedrigem pH zur Aus-
bildung der langsamen Form (Moody et al., 1991b; Baker et al., 1987). Diese geht einher
mit einer Blauverschiebung des Soretmaximums (Papadopoulos et al., 1991) und einer
verlangsamten Reaktion mit Dithionit.
Ein weiterer Grund, der f￿r die Heterogenit￿ten herangef￿hrt wird, ist die Bindung von
Chlorid (Halogeniden) sowie weiterer kleinmolek￿liger Liganden an das binukleare Zen-
trum. Dadurch wird der schnelle Elektronentransfer zwischen H￿m a und H￿m a3 unter-
bunden und die oben erw￿hnte Reaktivit￿t beein￿usst. Um das Enzym zur￿ck in einen
kompetenten reaktiven Zustand zu versetzen, sind Protokolle entwickelt worden, die all-
gemein als Pulsen bezeichnet werden: Grundlage ist das Durchlaufen eines katalytischen
Zyklus der Oxidase, nach dem sich das Enzym wieder im oxidierten Zustand be￿ndet. In
diesem Fall jedoch ohne inhibierende Liganden im binuklearen Zentrum und damit mit
einem wiederhergestellten schnellen Elektronentransfer zwischen den H￿mgruppen. Die
gepulste Form zeichnet sich durch eine schnelle Cyanidbindungskinetik, sowie durch eine
schnelle Elektronen￿quilibrierung zwischen H￿m a und dem binuklearen Zentrum aus (s.
Moody, 1996).
Die Frage nach den Heterogenit￿ten in der Cytochrom c Oxidase ist ebenfalls eine
nach dem Ausgangszustand und damit nach dem Ein￿uss der unterschiedlichen chemi-
schen Strukturen des binuklearen Zentrums auf die Kinetik und Energetik der einzelnen
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￿berg￿nge im katalytischen Zyklus. Im Zusammenhang mit dieser Arbeit sollen die f￿r
das Rinderherzenzym beschriebenen Aspekte und Ph￿nomene am Enzym aus Paracoccus
denitri￿cans n￿her untersucht werden.
1.3. Die Quinol-Fumarat-Reduktase
F￿r die Quinol-Fumarat-Reduktase sind eine Reihe an ￿bersichtsartikeln ver￿￿entlicht
worden, die sich mit Reaktionsmechanismus, Struktur und Enzymolgie besch￿ftigen ( Ha-
gerhall, 1997; Ohnishi et al., 2000; Kr￿ger et al., 2002; Lancaster, 2001; Lancaster and
Simon, 2002). Auf sie soll hier als Referenz verwiesen werden.
1.3.1. Funktion und Struktur
Die Quinol-Fumarat-Reduktase (QFR) ist Bestandteil der anaeroben Atmungskette von
Wolinella succinogenes, einem Vertreter der -Proteobakterien. In Analogie zur mitochon-
drialen Atmungskette wird in einer Reihe von Membrankomplexen die Energie aus der Oxi-
dation der Substrate wie H2, HCOOH oder H2S zum Aufbau einer PMF genutzt (Kr￿ger
et al., 1992). Als terminaler Elektronenakzeptor dient Fumarat, das von der QFR zu Suc-
cinat reduziert wird. Anstatt Ubiquinol wird Menaquinol (MQ, 2-Methyl-3-(Isoprenyl) n-
1,4-Naphthoquinol) als mobiler Elektronentr￿ger gefunden (E0
0 = −75mV).
Fumarat + MQH2 −→ Succinat + MQ
Die QFR katalysiert demnach die R￿ckreaktion von Komplex II, der Succinat-Dehydrogen-
ase (SDH). Tats￿chlich ist sie nicht nur funktional, sondern auch strukturell und mechanis-
tisch mit ihr eng verwandt. Zusammen werden sie unter dem Begri￿ der Succinat-Quinon-
Oxidoreduktasen (SQOR) zusammengefasst. Die einzelnen Vertreter werden nach Art und
Zahl der transmembranen Untereinheiten und prosthetischen H￿mgruppen in f￿nf Klassen
unterteilt (Lancaster, 2002b). Bisher sind die Strukturen der SDH aus E. coli (Yankovska-
ya et al., 2003), sowie die QFR’s aus Wolinella succinogenes (Lancaster et al., 1999, siehe
Abb. 1.6(a)) und E. coli bekannt (Iverson et al., 1999). Die QFR aus Wolinella succinoge-
nes, die hier n￿her betrachtet werden soll, geh￿rt zur B-Gruppe und liegt als Dimer eines
Heterotrimers vor. Sie besitzt eine hydrophobe Untereinheit (FrdC) mit zwei b-H￿men
(bP proximales H￿m, bD distales H￿m). Des weiteren nehmen am Elektronentransfer von
Menaquinol auf Fumarat die drei Eisen-Schwefel-Zentren der FrdB-Untereinheit und das
Flavinadenindinukleotid (FAD) aus der FrdA-Untereinheit als prosthetische Gruppen teil
(Abb.1.6(b)). Das nat￿rliche Substrat f￿r die QFR ist Menaquinol-6, sie reagiert jedoch
auch mit einer Reihe anderer Quinole (Lemma et al., 1991), darunter das wasserl￿sliche 2,3-
Dimethyl-1,4-Naphthoquinol (DMNH2), das oft als Substrat in enzymatischen Messungen
verwendet wird.
Die hydrophile Untereinheit FrdA umfasst den letzten Redox-aktiven Kofaktor, das FAD.
In Kristallen, die in Gegenwart von Fumarat oder des kompetitiven Inhibitors Malonat ge-
wachsen sind, konnte die Bindungsstelle von Fumarat in der N￿he des FAD lokalisiert
werden. Die s￿urekatalysierte trans-Addition von H2 an Fumarat wird durch FAD als
Hydriddonor und Arg A301 als aktivierende S￿ure an der Doppelbindung des Fumarates
vermittelt, wie anhand der Strukturen vorgeschlagen wurde (Lancaster et al., 2001). Unter
aeroben Bedingungen stellt das FAD der QFR eine Quelle f￿r die Generierung von reak-
tiven Sauersto￿produkten dar (Messner and Imlay, 2002). Deshalb wird bei Anwesenheit
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von Sauersto￿ in fakultativ anaeroben Organsimen wie E. coli, die neben einer QFR auch
eine SDH besitzen, die SDH exprimiert, deren [2Fe-2S]-Zentrum ein gegen￿ber FAD h￿he-
res Mittelpunktpotential aufweist. Durch die ver￿nderte Elektronenverteilung werden die
reaktiven Spezies vermieden (Yankovskaya et al., 2003). Untereinheit FrdB komplexiert
die drei Eisen-Schwefel-Zentren, die den Membranteil FrdC mit der katalytischen Seite der
Fumaratreduktion verbinden. Hier in FrdC ￿ndet sich die Quinolbindungsstelle, sowie die
beiden prim￿ren Elektronenakzeptoren, die b-H￿me (s.u.). W￿hrend die ersten beiden Un-
tereinheiten in der Familie der SQOR stark konserviert sind, ￿nden sich in der hydrophoben
Untereinheit die gr￿￿ten Unterschiede: Die QFR aus E. coli weist keine H￿me auf; in der
Kristallstruktur sind hier jedoch zwei Quinolbindungsstellen zu beobachten, die analog zu
den H￿mgruppen QD f￿r die distale und QP f￿r die proximale, also zur cytoplasmatischen
Seite zugewandte Bindungsstelle benannt sind. Die Funktionalit￿t der distalen Stelle ist
fraglich und f￿r den physiologischen Elektronentransfer wurde nur der von der proximalen
Seite aus erwogen (Iverson et al., 2002). In der SDH aus E. coli, die nur eine H￿mgruppe in
der proximalen Stelle besitzt, ￿ndet sich ebenfalls in einer alternativen proximalen Stelle
in der N￿he vom H￿m b und dem [3Fe-3S]-Zentrum ein Ubiquinon (Yankovskaya et al.,
2003). Dagegen ist eine Menaquinolbindungsstelle in der QFR aus Wolinella succinogenes
noch nicht in den Kristallstrukturen beobachtet worden. Allerdings gibt es Evidenzien f￿r
eine distale Stelle (s.u.).
Die Redox-aktiven Kofaktoren weisen eine lineare Anordnung und Abst￿nde auf (s. Abb.
1.6(b)), die Elektronentransfer von einer distalen Menaquinoloxidation ￿ber die Membran
zum FAD der Fumaratreduktion erlauben. Abbildung 1.6(c) fasst die Messungen der Mit-
telpunktpotentiale der Kofaktoren, sowie die Geschwindigkeitsraten der Reduktion der
QFR durch DMNH2 oder der Oxidation durch Fumarat zusammen (Unden et al., 1984).
Es wurde argumentiert, dass das sehr niedrige Oxidationspotential des [4Fe-4S]-Cluster
eine Folge eines antikooperativen E￿ektes sei.
1.3.2. Reaktionsmechanismus der QFR und die Hypothese des E-Weges
Die Thermodynamik der Fumaratreduktion durch Menaquinol (∆E0
0 = 0,105V) schlie￿t
einen Beitrag der QFR aus Wolinella succinogenes zur PMF (∆p = 0,17V) aus (Kr￿-
ger et al., 2002). Das konnte auch experimentell an einem rekonstituiertem System nach-
gewiesen werden (Biel et al., 2002). Dem gegen￿ber standen andere Befunde, die eine
Menaquinoloxidation an der distalen Bindungsseite unterst￿tzten: Durch Aufnahme der
chemischen Protonen f￿r die Succinatbildung von der cytoplasmatischen Seite, sowie eine
nahe liegende Abgabe der Protonen aus der Menaquinoloxidation auf die periplasmatische
Seite k￿me es jedoch zum Aufbau einer PMF ￿ber der Membran und einem Widerspruch
zu den oben angef￿hrten Daten. Lancaster (2002a) formulierte daraufhin die E-Weg Hy-
pothese, um diese Unvereinbarkeit zu l￿sen. Zur Wahrung der Elektroneutralit￿t wird der
Elektronentransfer von H￿m bD ￿ber die Membran durch Protonentransfer von der pe-
riplasmatischen Seite auf die cytoplasmatische kompensiert. Die transiente Struktur f￿r
die Protonenleitf￿higkeit wurde E-Weg aufgrund der Beteiligung eines Glutamatrestes be-
nannt.
Eine Reihe von experimentellen Daten konnten diese These unterst￿tzen. So f￿hrte Mu-
tation des Glutamates Glu C66 nahe der periplasmatischen Seite zum Verlust der katalyti-
schen Aktivit￿t. Aufgrund der N￿he einer m￿glichen Quinolbindungsstelle wurde auf eine
Beteiligung dieser Aminos￿ure am Transfer der Protonen aus der Menaquinoloxidation ge-
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Abbildung 1.6.: (a) Struktur der dimeren QFR aus Wolinella succinogenes (PDB Code 1QLA). Die
drei Untereinheiten eines Monomers sind in unterschiedlichen Farben dargestellt. (b) Die Redox-
aktiven Kofakoren der QFR, sowie ihre Distanzen der k￿rzesten Verbindung in ¯ (nach Lancaster
et al. (2000)). (c) Mittelpunktpotentiale der Kofaktoren und Ratenkonstanten aus freeze-quench
EPR-Messungen der Reduktion der QFR mit DMNH 2 und der Oxidation durch Fumarat (Unden
et al., 1984). (d) E-Weg Hypothese nach Lancaster (2002a): Die Oxidation von DMNH2 f￿hrt
zur Freisetzung der Protonen auf der periplasmatischen Seite via Glu C66. Elektronentransport
von H￿m bD auf bP wird elektrisch durch Protonentransport auf die cytoplasmatische Seite via
den H￿mpropionaten und Glu C180 kompensiert.
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schlossen (Lancaster et al., 2000). Elektrostatische Berechnungen erlaubten eine Zuordnung
der apparenten Mittelpunktpotentiale mit den beiden H￿mgruppen: So zeigte das distale
H￿m ein niedrigeres Oxidationspotential (bD = bl) als das proximale (bP = bh), wie es
f￿r einen funktionalen Elektronentransfer zum FAD zu erwarten ist (Haas and Lancaster,
2004). Dar￿ber hinaus unterst￿tzten diese Rechnungen eine Kopplung des Protonierungs-
zustandes von Glu C180 mit dem Reduktionszustand der H￿mgruppen. Reduktion von
H￿m bD f￿hrt zur Protonierung von Glu C180, wodurch der kompensatorischer Mechanis-
mus ￿ber den E-Weg in Gang gesetzt werden k￿nnte. Die Protonierungs￿nderungen einer
S￿uregruppe, sowie der H￿mpropionate von H￿m bD mit dem Potential konnten auch ex-
perimentell mit Redox-induzierten FT-IR Di￿erenzspektren nachgewiesen werden (Haas
et al., 2005; Mileni et al., 2005). Abbildung 1.6(d) fasst die Hinweise auf den E-Weg zu-
sammen. Interessanterweise wurde f￿r die SDH aus Bacillus subtilis vorgeschlagen, dass
die endergonische Reduktion von Menaquinon durch Succinat von einer PMF angetrieben
wird (Schirawski and Unden, 1998), bzw. dass die reverse Reaktion eine PMF aufbaut
(Schnorpfeil et al., 2001), auch wenn der spezi￿sche E￿ekt der Membranenergetisierung
auf die SDH-Akitivit￿t angezweifelt wurde (Azarkina and Konstantinov, 2002; Fernandes
et al., 2005). Diese Beobachtungen legen f￿r andere Dih￿m-SQOR’s ebenfalls eine dista-
le Quinolbindungstelle nahe, die im Falle der QFR aus Wolinella succinogenes mit den
thermodynamischen und experimentellen Daten durch die E-Weg Hypothese in Einklang
zu bringen sind. Die Beobachtung von transienten Protonen- und Elektronenbewegungen,
sowie die Art der m￿glichen Kopplung k￿nnten in kinetischen Messungen nachgewiesen
werden und damit die Hypothese substantiell unterst￿tzen.
1.4. Der bc1-Komplex
1.4.1. Struktur und Funktion
Komplex III, die Ubiquinol-Cytochrom c Reduktase oder der bc1-Komplex ist Bestandteil
sowohl der Atmungskette als auch der Photosynthese (f￿r eine ￿bersicht s. Berry et al.,
2000; Link, 2001; Crofts, 2004a). Er ￿bertr￿gt die Elektronen des Zweielektronentr￿gers
Ubiquinol (UQH2) auf den Einelektronentr￿ger Cytochrom c und tr￿gt zum Aufbau einer
PMF bei. Der katalytisch aktive Teil besteht aus drei Untereinheiten, dem Cytochrom b,
dem Cytochrom c1 und dem Rieske-Protein, das ein [2Fe-2S]-Zentrum bindet. Diese ein-
fache Bauart ￿ndet sich in Bakterien, w￿hrend die eukaryontischen Vertreter eine gr￿￿ere
Anzahl an Untereinheiten aufweisen. So besitzt der bc1-Komplex aus der Hefe Saccharo-
myces cerevisiae zehn Untereinheiten, von denen neun in Abbildung 1.7 dargestellt sind
(Hunte et al., 2000). Neben der Struktur des Hefekomplexes sind weiterhin die Komplexe
aus Huhn (Zhang et al., 1998b), aus dem Rinderherz (Xia et al., 1997) und aus Rhodobacter
capsulatus (Berry et al., 2004), sowie die Cytochrom b6f-Komplexe aus Chlamydomonas
rheinhardtii (Stroebel et al., 2003) und Mastigocladus laminosus (Kurisu et al., 2003)
bekannt. Er liegt als funktionelles Dimer vor mit Cytochrom b und seinen acht Transmem-
branhelices als Kernuntereinheit, das die beiden b-Typ H￿me nichtkovalent koordiniert,
bH das Hochpotentialh￿m und bL das Niederpotentialh￿m. Das Rieske-Protein eines Mo-
nomers reicht mit seiner Transmembranhelix in den Membranteil des Cytochrom b des
anderen Monomers.
Abbildung 1.7 stellt die k￿rzesten Distanzen zwischen den einzelnen Kofaktoren dar.
Aufgrund der Distanz ist intramolekularer Elektronentransfer zwischen H￿m bL und bH ein
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Abbildung 1.7.: Struktur des bc1-Kompexes aus S. cerevisiae: Die einzelnen Untereinheiten des
dimeren Holoenzyms, sowie die leichte und schwere Kette des f￿r die Kristallisation verwendeten
Fv-Fragmentes sind farbig dargestellt (PDB Code 1EZV). Vergr￿￿ert sind die vier prosthetischen
Gruppen pro Monomer dargestellt, wobei zu beachten ist, dass das Rieske-Protein mit seinem
Eisen-Schwefel-Zentrum jeweils im anderen Monomer seine transmembrale Verankerung besitzt.
Im P-Zentrum oder der Qo-Bindungsstelle sitzt der Inhibitor Stigmatellin, im N-Zentrum oder
der Qi-Bindungsstelle das nat￿rliche Substrat Ubiquinon-6. Die gestrichelten Linien markieren
die k￿rzesten Distanzen zwischen den Kofaktoren, die in ¯ angegeben sind.
schneller Prozess im Mikrosekundenbereich. Zwischen H￿m bL und dem Eisen-Schwefel-
Zentrum be￿ndet sich das so genannte P-Zentrum (f￿r positiv geladene Seite der Mem-
bran), in dem die Quinoloxidation statt￿ndet. Es wird auch die Bezeichnung Q o-Bindungs-
stelle verwendet. In den Kristallstrukturen konnte bisher kein Quinolmolek￿l in dieser Bin-
dungsstelle stabilisiert werden. Es ￿nden sich jedoch Strukturen, die spezi￿sche Inhibitoren
binden, die unterschiedliche katalytische Zust￿nde imitieren (Hunte et al., 2000; Palsdottir
et al., 2003) und somit die Quinolbindungsstelle lokalisieren lassen. Die Entfernung zwi-
schen H￿m bL und [2Fe-2S] ist zu gro￿ f￿r einen schnellen Elektronentransfer, w￿hrend
ein Quinolmolek￿l in der Qo-Bindungsstelle mit beiden Kofaktoren reagieren kann. Eine
interessante Besonderheit des bc1-Komplexes stellt die gro￿e konformationelle Flexibilit￿t
des Rieske-Proteins dar. Der hydrophile Teil dieser Untereinheit kann sich zwischen zwei
Positionen bewegen: In der b-Position, die auch in Abbildung 1.7 dargestellt ist, be￿n-
det sich das Eisen-Schwefel-Zentrum in der N￿he des P-Zentrums und kann Elektronen
des Quinols aufnehmen. Auf der anderen Seite be￿ndet sich das Rieske-Protein in der
c-Position, in der Elektronentransfer vom Eisen-Schwefel-Zentrum auf das Cytochrom c1
statt￿ndet. Die schnelle Beweglichkeit des Rieske-Proteins ist eine wesentliche Voraus-
setzung f￿r schnellen Elektronentransfer in der Hochpotentialkette, bestehend aus dem
Eisen-Schwefel-Zentrum (E0
0 = 285mV) und H￿m c1 (E0
0 = 250mV) (f￿r eine ￿bersicht s.
Darrouzet et al., 2001). Die Niederpotentialkette umfasst die beiden b-H￿me, wobei H￿m
bH ein h￿heres Mittelpunktpotential (E0
0 = 80mV) als H￿m bL (E0
0 = −55mV) besitzt
(Salerno et al., 1989). In der N￿he von H￿m bH (≈5¯) konnte das nat￿rliche Substrat
des Hefekomplexes Ubiquinon-6 identi￿ziert werden. Die Stelle der Quinonreduktion wird
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auch N-Zentrum (negativ geladene Seite der Membran) genannt.
F￿r die beiden Quinonbindungsstellen gibt es jeweils spezi￿sche Inhibitoren, die f￿r
funktionelle Untersuchungen sehr hilfreich sind. Sie werden aufgrund ihrer Wirkung in un-
terschiedliche Klassen unterteilt (s. Esser et al., 2004, f￿r eine Klassi￿zierung). Antimycin
ist ein klassischer Inhibitor der Qi-Bindungsstelle, w￿hrend Stigmatellin und Myxothiazol
an die Qo-Bindungsstelle binden. Aus den verschiedenen Strukturen des bc1-Komplex l￿sst
sich erkennen, dass die Quinonbindungsstellen im Membranteil des Proteins verborgen
liegen. Dadurch werden Protonentransferwege f￿r die mit Protonen gekoppelten Redox-
prozesse notwendig, um eine schnelle Aufnahme oder Abgabe in die w￿ssrige Phase zu
gew￿hrleisten (siehe Abbildung 3.28 auf S.69). In der Qo-Bindungsstelle werden die beiden
Protonen der Quinoloxidation auf verschiedenen Wegen zur periplasmatischen Seite hin ab-
gegeben. Das Quinol geht eine Wassersto￿br￿ckenbindung zum H181 ein, einem Liganden
des Eisen-Schwefel-Zentrums (Hunte et al., 2000). Bei Reduktion des Eisen-Schwefel- Zen-
trums durch das Quinol fungiert das H181 als einer der beiden Protonenakzeptoren f￿r die
Protonen aus der Quinoloxidation, weshalb die Reaktion formal einem Wassersto￿transfer
entspricht (Crofts, 2004b). Die Anwesenheit dieses Aminos￿urerestes ist f￿r die Funktiona-
lit￿t unerl￿sslich. K￿rzlich wurde mittels Infrarotspektroskopie ein Redox-Bohr E￿ekt f￿r
ein Imidazol/Imidazolat Paar nachgewiesen, der im Sinne dieser ersten Protonierungsreak-
tion interpretiert wurde (Iwaki et al., 2005). Dem zweiten Proton ￿￿net sich nach Reduktion
von H￿m bL ein Protonentransferweg, bestehend aus einer Kette von Wassermolek￿len, die
durch die Seitenketten von R79, N256, Y132￿ Y274 und R70 und die Propionatseitenkette
von H￿m bL stabilisiert werden (Palsdottir et al., 2003). Verantwortlich hierf￿r ist eine
Rotation der Seitenkette von E272, die auch den ersten Protonenakzeptor in dieser Kette
darstellt (Iwaki et al., 2003; Baymann et al., 1999).
In der Kristallstruktur des Hefe-Komplexes mit seinem nat￿rlichen Substrat Ubiquinon-
6 wurden auch f￿r die Qi-Bindungsstelle Protonenwege identi￿ziert (Hunte et al., 2000).
D229 und H202 gelten als prim￿re Protonendonoren, die auch zusammen mit N208 an der
Stabilisierung des Semiquinons ￿ber Wassersto￿br￿ckenbindungen beteiligt sind ( Kolling
et al., 2003; Dikanov et al., 2004). Zwei Transferwege, der E/R- und der CL/K-Weg f￿hren
zu den beiden m￿glichen Donoren (siehe Abb. 3.28 auf S.69), wobei interessanterweise im
CL/K-Weg eine Phosphodiesterbr￿cke eines gebundenen Cardiolipins beteiligt ist (Lange
et al., 2001; Hunte et al., 2003).
1.4.2. Der Q-Zyklus des bc1-Komplexes
Der bc1-Komplex ist eine direkte Protonenpumpe, bei der die Redoxchemie des Quinons,
Aufnahme oder Abgabe von zwei Elektronen und zwei Protonen, zum Aufbau einer PMF
f￿hrt. Essentiell f￿r diesen Mechanismus ist die Architektur der daran beteiligten katalyti-
schen Zentren: Reduktion des Quinons und die damit verbundene Aufnahme von Protonen
￿ndet von der N-Seite statt, bei Oxidation des Quinols hingegen werden die Protonen zur
P-Seite hin abgegeben. Mitchell (1975) formulierte diese Arbeitsweise f￿r den bc1-Komplex,
den er Q-Zyklus nannte und dessen wesentliche Eigenschaften weiterhin Bestand haben.
Abbildung 1.8 beschreibt einen vollst￿ndigen Zyklus. Ubiquinol wird in der zur P-Seite lie-
genden Qo-Bindungsstelle gebunden. Oxidation f￿hrt zur Aufspaltung der beiden Elektro-
nen zwischen dem Rieske-Protein und den b-H￿men und der Freisetzung der Protonen auf
die P-Seite. Wie oben erw￿hnt, f￿hrt eine Bewegung des Rieske-Proteins zum anschlie￿en-
den Elektronentransfer auf H￿m c1 und schlie￿lich auf das mobile Cytochrom c. Ubiquinon
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stellt auf der anderen Seite das Oxidationsmittel f￿r die kommunizierenden b-H￿me dar.
Elektronentransfer von H￿m bL auf H￿m bH f￿hrt zusammen mit einem Proton von der
N-Seite zur Bildung eines Semiquinons in der Qi-Bindungsstelle, die zur N-Seite hin ausge-
richtet ist. Eine zweite Runde der Quinoloxidation in der Qo-Bindungsstelle f￿gt sich nun
an, um den Zyklus zu beenden. Cytochrom c wird wieder auf der Hochpotentialseite re-
duziert, Oxidationsmittel auf der Niederpotentialseite ist nun das in der Q i-Bindungsstelle
gebundene Semiquinon, aus dem ein neues Quinol gebildet wird. Die freie Di￿usion von
Quinol und Quinon durch die Membran zu den jeweiligen Bindungsstellen erm￿glicht einen
neuen Beginn des Q-Zyklus. Die St￿chiometrie l￿sst sich folgenderma￿en zusammmenfas-
sen:
2UQH2 + 2Cytc3+ + UQ + 2H+
N −→ 2UQ + 2Cytc2+ + UQH2 + 4H+
P
Auf zwei Besonderheiten des Q-Zyklus soll hier die Aufmerksamkeit gelenkt werden: Der
bc1-Komplex besitzt einen intramolekularen Redoxloop aufgrund seiner beiden Quinon-
bindungsstellen und seiner Reduktase- bzw. Oxidaseaktivit￿t gegen￿ber Ubiquinon. Die-
se Doppelfunktion erfordert eine e￿ziente Elektronenaufteilung in der Q o-Bindungsstelle
und eine Vermeidung von Kurzschlussreaktionen. Insbesondere dieser zweite Punkt wird
sehr kontrovers diskutiert. Wie verl￿uft die Quinoloxidation und wie vermeidet der bc1-
Komplex Elektronentransfer vom Niederpotentialast, den b-H￿men, auf den thermodyna-
misch g￿nstigeren Hochpotentialast? Detailliertere Reaktionsmodelle, basierend auf dem
Q-Zyklus, beschreiben die Chemie der Quinoloxidation in der Qo-Bindungsstelle, die mo-
lekulare Kon￿guration, die Quinoloxidation erlaubt und ausl￿st, sowie die Kommunikation
der Redox-aktiven Kofaktoren:
￿ Sehr kontrovers sind die Ansichten zu einer m￿glichen Anwesenheit eines Semiqui-
nonradikals in der periplasmatischen Bindungsstelle (Qo-Bindungsstelle), bzw. zur
Vermeidung eines solchen bei der Oxidation zum Quinon. Hierf￿r wurde eine ech-
te Zweielektronenoxidation innerhalb der Reorganisationszeit vorgeschlagen, die das
Aufkommen eines Semiquinons g￿nzlich vermeidet (Osyczka et al., 2004). Anderer-
seits ￿ndet man das Modell einer sequentiellen Einelektronenoxidation, wobei der
zweite Reaktionsschritt ungleich schneller als der erste statt￿ndet und somit die In-
stabilit￿t eines Semiquinons widerspiegelt (J￿nemann et al., 1998). Die Anwesenheit
eines Semiquinonradikals wurde unter anderem mit einer gegen￿ber P-Typ Inhibito-
ren emp￿ndlichen Superoxidproduktion in der Qo-Bindungsstelle als Nebenprodukt
begr￿ndet (Zhang et al., 1998a; Muller et al., 2002, 2003).
￿ Eng verkn￿pft mit der ersten Fragestellung sind die entsprechenden Kontrollme-
chanismen in der Qo-Bindungsstelle: Quinoloxidation darf nur in Anwesenheit der
beiden Oxidationspartner und/oder der Protonenakzeptoren statt￿nden. In vielen
Modellen wird die Mobilit￿t des Rieske-Proteins (Darrouzet et al., 2001) zur Kon-
trolle der Quinoloxidation verwendet: Der Elektronentransfer auf das Eisen-Schwefel-
Zentrum ￿ndet dabei in Abh￿ngigkeit des Redoxzustandes von bL oder der Quinole
in der Qo-Bindungsstelle und Qi-Bindungsstelle statt (Brandt, 1998; Link, 1997; Yu
et al., 2002). Andererseits wurde auf die verschiedenen Positionen von Inhibitoren
in der Qo-Bindungsstelle hingewiesen (Esser et al., 2004), was sich in Modellen nie-
derschl￿gt, in denen sich die Quinolposition mit dem Oxidationszustand des Quinols
(Crofts et al., 1999b,a, 2006) oder des Eisen-Schwefel-Zentrums ￿ndert (Brandt and
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Abbildung 1.8.: Q-Zyklus: Trennung der Orte f￿r Quinoloxidation und -reduktion und
vektorielle Protonenabgabe bzw. -aufnahme f￿hren zur Erzeugung einer PMF. Die
Quinoloxidation ￿ndet in der Qo-Bindungsstelle statt. Elektronenbifurkation zwischen
dem Hoch- und Niederpotentialast f￿hrt zur Reduktion des Eisen-Schwefel-Zentrums
(schwarze Kreise) an der b-Position und anschlie￿ender Reduktion von Cytochrom c
via Cytochrom c1 an der c-Position sowie der Bildung eines Semiquinons in der Q i-
Bindungsstelle . Die Protonen aus der Quinoloxidation werden auf die periplasmatische
Seite abgegeben, w￿hrend das f￿r die Semiquinolbildung von der Matrix aufgenommen
wird. Eine zweite Quinoloxidation in der Q o-Bindungsstelle f￿hrt wieder zu denselben
Ereignissen mit dem Ergebnis einer erneuten Cytochrom c-Reduktion und der Bildung
eines Quinols in der Qi-Bindungsstelle. Freisetzung und Bindung von Quinonen in den
beiden Zentren f￿hrt wieder zur Ausgangslage.
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von Jagow, 1991). Weitere Modelle garantieren e￿ektive Elektronenaufteilung durch
Kontrolle der Quinolbindung in Abh￿ngigkeit der Redoxzust￿nde der anderen Ko-
faktoren (Snyder et al., 2000; Brandt, 1996a) oder f￿r eine Oxidation notwendige
Wassersto￿br￿ckenbindungen (Rich, 2004). Auch der Anwesenheit von zwei Quinon-
molek￿len in der Qo-Bindungsstelle wurde eine mechanistische Bedeutung zugewie-
sen (Brandt, 1996b; Ding et al., 1992, 1995; Bartoschek et al., 2001). Bez￿glich der
Quinoloxidation in der Qo-Bindungsstelle wurden im Zusammenhang der verschiede-
nen Modelle Fragen zur Reversibilit￿t, zu unproduktiven Kurzschlussreaktionen und
zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in mehreren ￿bersichtsartikel diskutiert
(Mulkidjanian, 2005; Crofts, 2004b; Osyczka et al., 2005).
￿ Neben lokalen Ver￿nderungen in der Qo-Bindungsstelle nach Quinolbindung sind wei-
tere Modelle vorgeschlagen worden, die die gegenseitige Kontrolle der beiden Elek-
tronenwege im bc1-Komplex, dem Nieder- und Hochpotentialast, betonen (Snyder
et al., 2000), sowie einer sogenannten Halbseitenaktivit￿t, bei der nur ein Monomer
im dimeren bc1-Komplex Aktivit￿t besitzt (Trumpower, 2002). Dies wird durch eine
antikooperative Bindung der Quinolmolek￿le in der Qo-Bindungsstelle im Zusam-
menspiel mit dem Rieske-Protein vermittelt, wie sie aus Titrationen mit Inhibitoren
geschlossen wurde (Gutierrez-Cirlos and Trumpower, 2002): Strukturelle ˜nderungen
w￿rden durch das Rieske-Protein von der Qo-Bindungsstelle des einen Monomers im
Dimer, das mit der peripheren Dom￿ne des Rieske-Proteins wechselwirkt, ￿ber den
Transmembrananker des Rieske-Proteins, das in das Cytochrom b des anderen Mo-
nomers hin￿berreicht, transduziert. Unterst￿tzend f￿r diese Hypothese wurde auch
die Kristallstruktur des bc1-Komplex mit seinem Substrat Cytochrom c interpretiert,
das nur an einer Seite im Dimer gebunden vorgefunden wurde (Lange and Hunte,
2002). Doch nicht nur die antikooperative Bindung ist ein Indiz f￿r eine Kommunika-
tion zwischen den Monomeren; auch Elektronentransfer zwischen den bL-H￿men, die
sich an den Pyrrolringen bis auf ≈ 11 ¯ ann￿hern, ist unter Antimycin inhibierenden
Bedingungen gezeigt worden (Covian et al., 2004; Covian and Trumpower, 2005).
1.4.3. Kinetische Messungen am bc 1-Komplex
Im Falle des bc1-Komplex sind bisher verschiedene Strategien f￿r kinetische Studien erfolg-
reich durchgef￿hrt worden. Insbesondere wurden viele Daten aus Messungen an Chroma-
tophoren erhalten, die bei Blitzlichtbelichtung den Quinonpool reduzieren (Gennis et al.,
1993; Crofts and Wraight, 1983). Dabei lassen sich entweder die Redox-induzierten ˜n-
derungen der H￿me spektroskopisch beobachten (Bowyer and Crofts, 1981; Prince et al.,
1978), oder es l￿sst sich der Spannungsaufbau ￿ber der Membran optisch anhand der elek-
trochromen Verschiebung von Carotinoiden (Jackson and Crofts, 1971; Drachev et al., 1989;
Crofts et al., 2003) oder elektrometrisch mit der BLM-Technik (s.u., Drachev et al., 1989;
Mulkidjanian et al., 1990; Klishin et al., 2002) verfolgen. Protonenbewegeungen lassen sich
mit Hilfe von geeigneten Indikatoren verfolgen (Petty et al., 1977, 1979; Mulkidjanian and
Junge, 1994). Weiterhin sind Reaktionen von bc1-Komplex und seinen Substraten durch
schnelles Mischen (King et al., 1975; De Vries et al., 1982) oder durch einen Substratsprung
nach Photolyse eines caged Quinols (Hansen et al., 2000) gestartet worden. Die Identi￿zie-
rung der elektrogenen Schritte brachte dabei erstaunliche Resultate zu Tage (Mulkidjanian
and Junge, 1995). Ubiquinoloxidation in der Qo-Bindungsstelle f￿hrt zu Reaktionen, die
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sich in zwei Zeitbereiche aufteilen lassen: Einer schnelleren H￿m bH Reduktion folgen Pro-
tonenabgabe, H￿m c1 Reduktion und der Aufbau eines Potentials, die durch die Oxidation
von bH kontrolliert werden. Der transmembrale Elektronentransfer von bL auf bH, der mit
einer Zeitkonstante von 0,1ms abl￿uft (Shinkarev et al., 2001), ist nicht elektrogen und
muss daher durch interne Ladungsbewegungen kompensiert werden (Mulkidjanian et al.,
1991). Gemein ist all diesen Messungen, dass sie durch Di￿usion in ihrer Zeitau￿￿sung
limitiert sind, die sowohl bei den Chromatophoren (Meinhardt and Crofts, 1982; Crofts
and Wang, 1989) als auch bei den schnellsten freeze-quench Messungen (Zhu et al., 2005)
bei ≈150￿s liegt.
Die Verwendung von organometallischen Rutheniumkomplexen, die im angeregten Zu-
stand ein hohes Oxidationspotential besitzen, ￿￿net einen anderen Zugang zu kinetischen
Experimenten am bc1-Komplex (Millett and Durham, 2004, 2002). Photooxidation von
H￿m c1 f￿hrt zu einer biphasischen Rereduktion zum einen durch schnellen Elektronen-
transfer vom Eisen-Schwefel-Zentrum auf H￿m c1, zum anderen durch Quinoloxidation in
der Qo-Bindungsstelle (Sadoski et al., 2000). Aus der pH-Abh￿ngigkeit des schnellen Pro-
zesses, wobei durch den pH-Wert das Mittelpunktpotential des Eisen-Schwefel Zentrums
und somit die Triebkraft f￿r diese Reaktion moduliert werden kann, wurde geschlossen,
dass die Barriere in der konformationellen Ausrichtung des Rieske-Proteins liegt ( Engstrom
et al., 2002; Xiao et al., 2003).
1.5. Elektrometrische Untersuchungen zum Protonen
gekoppelten Elektronentransfer
Obwohl unterschiedlich in Funktionsweise und katalysierter Reaktion, ist den drei hier vor-
gestellten Komplexen der Atmungskette allen ein Protonen gekoppelter Elektronentrans-
fer gemein. Dieses Ph￿nomen verlangt eine kinetische Beschreibung zur Unterscheidung
verschiedener Reaktionsmodelle. Wie in Abschnitt 1.1 beschrieben, ￿nden sich verschie-
dene Arten der Kopplung. W￿hrend sich die Elektronenbewegungen anhand der Redox-
induzierten Di￿erenzspektren der beteiligten Kofaktoren mit spektroskopischen Methoden
verfolgen lassen, stellen die Protonenbewegungen experimentell ein anderes Problem dar.
In elektrischen Messungen kann die Natur der Protonen und Elektronen als Ladungstr￿ger
ausgenutzt werden. Mit Hilfe einer elektrometrischen Methode lassen sich Ladungsverschie-
bungen ￿ber eine Lipidmembran in hoher Zeitau￿￿sung verfolgen: Durch diesen Ansatz
lassen sich daher sowohl Protonen- als auch Elektronenbewegungen erfassen und mit Hilfe
von spektroskopischen und anderen komplement￿ren Messungen in ihrem zeitlichen Ver-
lauf zuordnen. Besonders in Hinblick auf die Protonenbewegungen stellt diese Methodik
eine der wenigen M￿glichkeiten dar, Protonentransfer kinetisch zu untersuchen.
Insbesondere f￿r bioenergetische Syseme wie die Enzyme der Atmungskette (Zaslavsky
et al., 1993; Mulkidjanian et al., 1990; Christensen et al., 1988) , Photosysteme (Drachev
et al., 1979) oder das Bakteriorhodopsin (Bamberg et al., 1979) ist diese Methode eine
wichtige Informationsquelle, da diese Proteine am Aufbau einer PMF, also dem Proto-
nentransport ￿ber die innere Mitochondrien- oder Chloroplastenmembran sowie ￿ber die
bakterielle Zellmembran beteiligt sind. Mit Hilfe von elektrometrischen Messungen soll an
den hier vorgestellten Komplexen der Protonen gekoppelte Elektronentransfer n￿her un-
tersucht werden, um die Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu charakterisieren. So stellt
sich die Frage nach der G￿ltigkeit der Elektroneutralit￿t, nach der der Ladungstransfer
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der negativ geladenen Elektronen in einen Enzymkomplex niedriger Dielektrizit￿t durch
die Aufnahme eines positiv geladenen Protons ausgeglichen wird. Weiterhin bleibt es wich-
tig, die Schritte des Elektronentransfers zu identi￿zieren, die strikt unter der Kontrolle
einer Protonierungsreaktion stehen und auf welche Art diese Kontrolle ausge￿bt wird.
Aus den elektrometrischen Messungen lassen sich mit Hilfe verschiedener kinetischer
Parameter Aussagen zu diesen fundamentalen Fragen tre￿en. Verschiedene Phasen des
Ladungstransportes lassen sich mit den jeweiligen Zeitkonstanten beschreiben, der Isoto-
pene￿ekt gibt Aufschluss ￿ber den Protonentransfer und seinen m￿glichen Ein￿uss auf die
Elektronentransferrate und Aktivierungsenergien k￿nnen im Rahmen verschiedener Model-
le von chemischen Reaktionen beschrieben werden. Die Integration der kinetischen Mes-
sungen mit den vorhandenen strukturellen und spektroskopischen Daten f￿hrt zu Modell-
vorstellungen, in deren Rahmen sich die Mechanismen der verschiedenen Enzymkomplexe
diskutieren und ausschlie￿en lassen.
Zielsetzung F￿r die einzelnen Komplexe ergeben sich daraus unterschiedliche Zielsetzun-
gen:
￿ F￿r die Cytochrom c Oxidase ist schon ein Protokoll f￿r eine schnelle lichtaktivierbare
Photoreduktion vorhanden. Mit Hilfe von elektrometrischen Messungen soll die Rolle
des K-Kanals im reduktiven Teil des katalytischen Zyklus nochmals n￿her betrachtet
werden. Neben einer allgemeinen Beschreibung geht es hierbei um den Vergleich und
Ein￿uss verschiedener Reaktionsbedingungen auf den O→E-￿bergang. Hierbei wird
die Rolle des K-Kanals durch den Vergleich von Wildtyp und einer K-Kanalmutante
beleuchtet, sowie durch den Vergleich von Oxidasen aus unterschiedlichen Organis-
men, die Variabilit￿ten in der Bauweise des K-Kanals aufweisen. Um einen detaillier-
teren Einblick in den Ladungstransport zu gewinnen, spielt besonders die Temperatu-
rabh￿ngigkeit und der kinetische Isotopene￿ekt des O→E-￿berganges eine wichtige
Rolle, dessen Ergebnisse im Rahmen der verschiedenen Reaktionsmodelle diskutiert
werden sollen. Als zweites steht der oxidative Teilzyklus im Mittelpunkt. Hier soll die
Darstellung des P-Zustandes f￿r das Enzym aus Paracoccus denitri￿cans untersucht
werden, der als Ausgangszustand f￿r elektrometrische Messungen im P→F-￿bergang
dient und hierf￿r in hoher Ausbeute vorhanden sein muss. Das Protonenpumpen soll
weiterhin anhand einer Mutante untersucht werden: Die Entdeckung einer entkop-
pelten Mutante, die bei normaler Aktivit￿t der Sauersto￿reduktion keine Protonen
mehr pumpt, k￿nnte eine M￿glichkeit sein, den Mechanismus des Protonenpumpens
besser zu charakterisieren. Einzelne ￿berg￿nge des katalytischen Zyklus sollen an
der Mutante elektrometrisch gemessen werden und mit den Daten des Wildtyps und
einer weiteren Mutante verglichen werden.
￿ Die QFR aus Wolinella succinogenes stellt das zweite Objekt f￿r kinetische Messun-
gen dar. Bei ihr ergibt sich die Problematik, dass ihre Reaktion nicht schnell gestartet
werden kann. Daher soll hier als erster Schritt eine Substanz synthetisiert werden, die
sich photolytisch spalten l￿sst und deren Freisetzungsprodukte zur Aktivierung der
QFR f￿hren. Neben der Synthese steht die grundlegende Charakterisierung, sowie
die Eignung f￿r elektrometrische oder spektroskopische Messungen an der QFR im
Mittelpunkt.
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￿ ˜hnlich gelagert ist die Problemstellung f￿r den bc1-Komplex aus Saccharomyces ce-
revisiae. F￿r eine e￿ziente Aktivierung des Komplexes steht hier als Vorstufe die
Darstellung zweier k￿nstlicher Substrate, die ￿hnlich dem Fall der COX bei Licht-
anregung schnell zur Reduktion oder Oxidation des Komplexes f￿hren. Neben der
Charakterisierung der Syntheseprodukte soll eine generelle Machbarkeit f￿r elektro-
metrische Messungen mit diesem System gezeigt werden, sowie die zu erwartenden
und gefundenen Ladungsbewegungen verglichen werden und im Zusammenhang mit
dem Reaktionsmodell interpretiert werden.
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2.1. Methoden
Tris(2,2’-bipyridyl)-ruthenium(II)-dichlorid (Rubpy) wurde von Aldrich (Nr. 224 758 oder
544 981) bezogen. Lipide f￿r die Rekonstitution in Proteoliposomen wurden von Avanti
Polar Lipids gekauft, und wenn nicht weiter angegeben, unbehandelt verwendet. Chemika-
lien f￿r die chemischen Synthesen sowie f￿r alle weiteren Laborarbeiten wurden von Merck,
Fluka, Aldrich oder Sigma erhalten. Alle Chemikalien waren mindestens vom Reinheitsgrad
p.a.
2.1.1. Herstellung von Proteoliposomen
Die Herstellung der Proteoliposomen stellt eine Ab￿nderung der klassischen Cholatdialyse
dar (Kagawa and Racker, 1971). Chols￿ure (Fluka) f￿r die Solubilisierung der Lipide wur-
de zuvor aus Ethanol umkristallisiert. F￿r die elektrometrischen Messungen wird meistens
ein polarer Extrakt des Gesamtlipids aus E.coli verwendet (Avanti Nr. 100500), in man-
chen F￿llen jedoch eine Mischung aus synthetischen Lipiden, Dioleoylphosphatidylethanol-
amin:Dioleoylphosphatidylcholin (2:1 [n/n]). Das L￿sungsmittel der Lipide, Chloroform,
wird an einem Rotationsverdampfer unter einem Sticksto￿strahl abgedampft. Zur Entfer-
nung von Resten wird f￿r ca. 30min ein Vakuum mit der ￿lpumpe angelegt. Anschlie￿end
wird die entsprechende Menge des Solubilisierungspu￿ers mit 2% Cholat zugegeben und mit
Sticksto￿ ￿berschichtet. Die Endkonzentration an Lipid dieser L￿sung betr￿gt 20 mg/ml. Als
Solubiliserungspu￿er wird meistens 50mM HEPES, pH 7,4, oder 10mM Kaliumphosphat,
pH7,4, f￿r die Temperaturmessungen an der COX verwendet. In kleinen Ab￿nderungen
kann der Pu￿er in einem pH-Bereich zwischen 6,8-8,4 auch variiert werden. Die Lipide
werden nun f￿r 1,5-2 h auf Eis solubilisiert. Die Enzyme werden f￿r ca. 30min in den
Solubilisierungspu￿er aus ihren Stamml￿sungen verd￿nnt (Endkonzentration 1-2 mg/ml).
Die Lipidmischung wird anschlie￿end mit K￿hlungsintervallen beschallt (Branson-Soni￿er
250, 30% duty cycle, 3 output control), bis die Lipidl￿sung aufklart und nur eine leichte
Opaleszenz zu erkennen ist. Ungel￿ste Teile werden durch Zentrifugation entfernt (5min
bei 7000g). Die Lipidl￿sung wird nun mit den Enzymen 1:1 gemischt und 15min auf Eis
inkubiert. Die Endkonzentration an Lipid betr￿gt 10 mg/ml, das Lipid:Protein-Verh￿ltnis
[m/m] ist 20:1 f￿r die COX und je 10:1 f￿r die QFR und den bc1-Komplex .
Das Detergens wird der L￿sung nun durch Adsorption an ein hydrophobes Copolymer
entzogen. Hierzu werden dem Ansatz 400 mg/ml gewaschene Bio-Beads SM2 (Bio-Rad) zu-
gef￿gt (Holloway, 1973). Dieser wird nun ￿ber Nacht im K￿hlraum gesch￿ttelt. Danach
werden nach Entfernung der alten Bio-Beads neue bis zu 250 mg/ml hinzugef￿gt und bei
Raumtemperatur f￿r eine Stunde gesch￿ttelt. Der Ansatz wird von den Bio-Beads ge-
trennt und zwei Mal f￿r 5min bei 7000g zentrifugiert. Die Proteoliposomen k￿nnen nach
Einfrieren in ￿￿ssigem Sticksto￿ bei -80 ￿ gelagert werden. In den meisten Messungen
wurden hingegen frisch pr￿parierte Proteolipsosomen verwendet, die bis zu vier Tage im
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K￿hlschrank aufbewahrt werden k￿nnen.
Als weitere Abwandlung wurden den Lipidmischungen noch weitere Zus￿tze hinzugef￿gt.
F￿r manche Messungen mit der COX und dem bc1-Komplex war zus￿tzlich zu den synthe-
tischen Lipiden Tetraoleoylcardiolipin (CA) anwesend (DOPE:DOPC:CA (2:1:0,075) [n]).
In manchen Pr￿parationen der QFR-Proteoliposomen wurde Phylloquinon (Vitamin K 1,
Sigma) beigesetzt (100 µmol/g Lipid).
2.1.2. Die Cytochrom c Oxidase
Die Cytochrom c Oxidase aus Paracoccus denitri￿cans wurde freundlicherweise in den
Gruppen Prof. Michel (Abt. Mol. Membr., MPI f￿r Biopyhsik, Frankfurt), Prof. Ludwig
(Institut f￿r Biochemie, Johann Wolfgang Goethe-Universit￿t, Frankfurt) und Prof. Grell
(Abt. Biophys. Chemie, MPI f￿r Biophysik, Frankfurt) aufgereinigt und zur Verf￿gung ge-
stellt. Im Laufe der Arbeit wurden verschiedene Enzympr￿parationen verwendet, die sich
zum Teil in ihrem Aufreinigungsprotokoll unterschieden, die ￿klassische￿ Variante ( Hendler
et al., 1991) sowie einem erweiterten Protokoll (Farver et al., 2006b) und mit Hilfe von
Fv-Fragmenten und A￿nit￿tschromatographie (Kleymann et al., 1995). F￿r ￿chloridfreie￿
Oxidase wurden die chloridhaltigen Salze f￿r die Aufreinigung durch Sulfat ersetzt (Brandt
et al., 1989). Mutationen in den COX-Genloci wurden wie beschrieben durchgef￿hrt (P￿tz-
ner et al., 1998). Rinderherzoxidase in seiner chloridfreien Form wurde von Prof. Brandt
(Zentrum der Biol. Chemie, Johann Wolfgang Goethe-Universit￿t, Frankfurt) zur Verf￿-
gung gestellt, die ba3-Oxidase aus Thermus thermophilus von Dr. Soulimane (Departm.
Chem. Environ. Sciences, University of Limerick, Ireland).
Die Aktivit￿t der COX enthaltenden Proteoliposomen (COV) und die so genannte RCR
(respiratory control ratio) wurden in 20mM HEPES (pH 7,3) und 50mM KCl gemessen
(M￿ller et al., 1986). Als Substrat wird Cytochrom c aus Pferdeherz (Sigma) verwendet,
das zuvor mit Dithionit reduziert wurde. ￿bersch￿ssiges Reduktionsmittel wird ￿ber einer
PD-10 S￿ule (Amersham) abgetrennt. Die Oxidation des Cytochrom c aufgrund der Ak-
tivit￿t der COX kann spektrometrisch bei 550nm verfolgt werden. Die Proteoliposomen
werden durch Zugabe von 1,1 ￿M Valinomycin (Sigma) und 2,2￿M CCCP (Carbonyl-
Cyanid-3-ChloroPhenylhydrazon, Sigma) entkoppelt. Die RCR bezeichnet das Verh￿ltnis
der entkoppelten Cytochrom c-Oxidationsrate gegen￿ber der kontrollierten. Die Umsatz-
rate l￿sst sich mit dem di￿erentiellen (reduziert-oxidiert) Extinktionskoe￿zienten f￿r das
Cytochrom c bestimmen (∆550nm = 19mM−1 · cm−1). Die Konzentration der COX wird
anhand von Redox-Di￿erenzspektren bestimmt. Die COX wird hierzu vollst￿ndig mit Fer-
ricyanid oxidiert und nach Aufnahme eines sichtbaren Spektrums mit Dithionit (1M in
20mM Natriumpyrophosphat, pH 8,0) reduziert. Die Konzentration l￿sst sich aus dem
Redox-Di￿erenzspektrum bestimmen (∆606−621nm=24,5mM-1·cm-1).
2.1.3. Die Quinol-Fumarat Reduktase
Die QFR aus Wolinella succinogenes wurde von Dr. Lancaster (Abt. Mol. Membr., MPI
f￿r Biophysik) bereitgestellt (Mileni et al., 2005). Die Aktivit￿t der QFR-Liposomen kann
spektrometrisch anhand der Menaquinoloxidation verfolgt werden. F￿r die Messungen ohne
Phylloquinon in den Proteoliposomen wird das wasserl￿sliche Dimethylmenaquinon (DMN)
verwendet. Dieses muss zuvor jedoch reduziert werden, was auf zwei Wegen erfolgen kann.
DMN l￿sst sich durch Natriumborhydrid reduzieren, die QFR-Aktivit￿t wird hier durch
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die Zunahme bei 270nm verfolgt (∆270nm
DMN-DMNH2 = 13,1mM−1 · cm−1). Alternativ kann
auch ein enzymatisches System verwendet werden, das DMNH 2 in situ erzeugt. Die DT-
Diaphorase (Sigma) katalysiert die Reduktion von DMN durch NADH. Die Aktivit￿t wird
hier anhand der Absorptionsabnahme bei 340nm verfolgt, die der Konzentrationsabnahme
von NADH entspricht (∆340nm
NADH-NAD+ = 6,3mM−1 · cm−1). In einem enzymatischen Assay
wird 50mM Kaliumphosphat, pH 7,4, verwendet. Die Konzentration an DMN betr￿gt
120￿M, an NADH 360 ￿M und 0,02 mg/ml f￿r die DT-Diaphorase. Die Reaktion wird durch
die Zugabe von 1mM Fumarat gestartet. Die Bestimmung der QFR-Aktivit￿t muss unter
anaeroben Bedingungen aufgrund der schnellen Oxidation des DMNH 2 durch Sauersto￿
erfolgen. Die Konzentration der QFR kann spektrometrisch in Redox-Di￿erenzspektren an-
hand der α-Banden der H￿mgruppen bestimmt werden (∆563−575nm = 23,4mM−1 · cm−1).
2.1.4. Der bc1-Komplex
Der bc1-Komplex aus S.cerevisiae wurde von Dr. Hunte (Abt. Mol. Membr., MPI f￿r Bio-
physik) freundlicherweise zur Verf￿gung gestellt. Die Aktivit￿t der Proteoliposomen kann
mittels der Reduktion von Cytochrom c bei 550nm verfolgt werden. Als Substrate werden
Cytochromc aus Pferdeherz und Decylubiquinol (DBH2; Sigma) verwendet. Das Quinon
muss vorher durch Dithionit reduziert und anschlie￿end in einem organischen L￿sungsmit-
tel extrahiert werden (Palsdottir and Hunte, 2003). Es kann reduziert in Ethanol mit 10mM
HCl bei -20￿ gelagert werden. Die Konzentration des Komplexes wird anhand von Redox-
Di￿erenzspektren betimmt, entweder ￿ber das H￿m c1 (∆553−540nm = 17mM−1 · cm−1)
oder die beiden b-H￿me (∆562−575nm = 28,5mM−1 · cm−1).
2.2. Messmethoden
2.2.1. Elektrometrische Messungen
Versuchsaufbau Elektrometrische Messungen wurden an einer Black Lipid Membrane
(BLM) gemessen. Der Versuchsaufbau ist schematisch in Abbildung 2.1 dargestellt. Die
Messk￿vette besteht aus Te￿on, ihre beiden Kompartimente werden in den Versuchen
mit 1,4ml Pu￿er bef￿llt. Diese sind durch die BLM getrennt, die ￿ber einer kleinen ￿￿-
nung mit einem Durchmesser von 0,8mm gespannt wird. Die K￿vette ist an den Seiten
mit Quarzfenstern abgeschlossen, die Lichteintritt auf die Membran erlauben. Die L￿sun-
gen in der K￿vette k￿nnen durch zwei Magnetr￿hrer gemischt werden. Die K￿vette wird
in einen thermostatisierbaren Messingblock eingesetzt, der sich in einem verschlie￿baren
Faradayk￿￿g be￿ndet, dessen Atmosph￿re durch Gasaustausch kontrolliert werden kann.
Die Spannung ￿ber der Membran, die zu messende Gr￿￿e, wird durch platinierte Plati-
nelektroden abgegri￿en. Eine Elektrode ist geerdet, die andere f￿hrt zum Eingang eines
Spannungsverst￿rkers (200×) mit einem Operationsverst￿rker (3554 Burr Brown) als ak-
tives Element. Das Spannungssignal wird 5× nachverst￿rkt (Model 560, Stanford Research
Systems), mit einem Tiefpass und 6dB pro Oktave ge￿ltert (1MHz) und auf einem digi-
talen Speicheroszilloskop aufgezeichnet (Integra 10 oder Pro10 , Nicolet). Der Messaufbau
ist gegen￿ber mechanischen Ersch￿tterungen durch einen schwingungsged￿mpften Tisch
gesch￿tzt.
F￿r die Bestimmung der Leitf￿higkeit und der Kapazit￿t der Memban kann das Signal
durch einen Schalter auch in einen Strom-Spannungswandler eingespeist werden (OPA111,
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Abbildung 2.1.: Messaufbau f￿r elektrometrische Messungen an der BLM. Abbildung aus Ruitenberg
(2001) mit Abweichungen, Erl￿uterungen im Text.
Burr Brown), der das Signal 107× verst￿rkt. Das Ausgangssignal wird 100× nachverst￿rkt
und mit 300Hz ge￿ltert. Beide Vorverst￿rker werden durch zwei 12V Bleiakkus betrieben,
die sich ebenfalls innerhalb des Faradayk￿￿gs be￿nden. Die Membran kann ￿ber einen
kleinen Umlenkspiegel und Fernrohr optisch beobachtet werden.
F￿r die Blitzlichtanregung steht ein optisches System zur Verf￿gung. Ein XeCl-Excimer-
laser (MINex oder LEXtra, Lambda Physik) pumpt einen Farbsto￿aser (RDP-1, Radiant
Dyes Laser Accessoires) mit Coumarin 2 als Farbsto￿. Der Laserpuls besitzt eine Dauer
von 10ns und eine mittlere Wellenl￿nge von 450nm. F￿r Messungen bei 308nm wurde der
Excimerlaser direkt verwendet, bei 343nm als Farbsto￿ PTP und bei 480nm Coumarin 102.
Das Licht des Laserblitzes tri￿t auf eine Irisblende, die ￿ber eine Linse auf die Membran
abgebildet wird. Die Intensit￿t des Blitzes wird mit Grau￿ltern auf 100-150mJ · cm−2
auf der Lipidmembran abgeschw￿cht. Dies wird mit einem Energiemessger￿t vor jedem
Experiment ￿berpr￿ft (NOVA Messger￿t mit PE25 Messkopf, Ophir Optronics).
Versuchsdurchf￿hrung Nachdem die K￿vette sorgf￿ltig mit Ethanol und Hexan gerei-
nigt worden ist, wird das K￿vettenloch zun￿chst mit einer Lipidl￿sung aus 0,5% Diphyta-
noylphosphatidylcholin (PC) in Hexan impr￿gniert. Dazu werden 5 ￿l der L￿sung vorsichtig
mit einer Pipette um und im Loch gleichm￿￿ig verteilt. Nach Verdunsten des L￿sungsmit-
tels kann die K￿vette mit dem Pu￿er bef￿llt und anschlie￿end die beiden R￿hrmagnete
blasenfrei eingesetzt werden. Die K￿vette wird in die Apparatur eingebaut und die Elektro-
den an die Eing￿nge angeschlossen. Bei anaeroben Experimenten ￿ndet der Gasaustausch
vor der Bef￿llung mit Pu￿er statt: Die Apparatur wird mit der ￿lpumpe entgast und an-
schlie￿end mit Argon bef￿llt. Dieser Vorgang wird zwei Mal durchgef￿hrt. Danach wird f￿r
mindestens 20min weiter mit Argon gesp￿lt (ca. 500 ml/min). Nun wird mit Argon ges￿ttig-
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ter Pu￿er zugef￿gt, der zus￿tzlich 10mM Glukose, 40 mg/ml Glukose-Oxidase (Fluka) aus
Aspergillus niger und 25 mg/ml Katalase aus Rinderleber (Sigma) enth￿lt. Dieses Enzym-
system verbraucht residuellen Sauersto￿ durch Oxidation der Glukose zur Glukons￿ure.
Das dabei entstehende H2O2 wird von der Katalase disproportioniert. Zu diesem Zeit-
punkt ist die K￿vette nun bef￿llt, eingebaut und der elektrische Kontakt zum Messsystem
hergestellt. Nun wird die BLM gezogen: Hierzu wird ein wenig einer L￿sung aus 1,5%
PC und 0,025% Octadecylamin (Riedel-De-Haen) in Dekan unter das impr￿gnierte Loch
gebracht. Die Ausbildung der BLM wird optisch verfolgt, bis die Membran sich schwarz
entf￿rbt hat. Die elektrischen Eigenschaften der Membran werden mit Hilfe der Referenz-
spannungsquelle gemessen. F￿r die Bestimmung der Kapazit￿t wird eine S￿gezahnspan-
nung von 10 mV/s angelegt und aus der Rechteckantwort des Stromsignals bestimmt. Die
Leitf￿higkeit wird aus der station￿ren Komponente des Stromsignals nach einem Span-
nungssprung gemessen. Die G￿te der Membran wird anhand von Literaturwerten beurteilt
(Cm = 0,4￿F · cm−2 und Gm = 4nS · cm−2, Janko and Benz, 1977). Nach ￿berpr￿fung
der Membran gibt man zum lichtabgewandten Kompartiment 30 ￿l der Proteoliposomen-
l￿sung und l￿sst sie unter R￿hren eine Stunde anlagern.
Am Ende der Inkubationszeit werden die elektrischen Artefakte aufgenommen, die durch
das Auftre￿en des Laserblitzes auf die Membran entstehen. Anschlie￿end erfolgt die Sub-
stratzugabe der lichtaktivierbaren Substanz. Die organometallischen Rutheniumkomplexe
wie Rubpy , die im angeregten Zustand sowohl stark oxidierend (1V) oder stark redu-
zierend (-1V) wirken (Roundhill, 1994), ben￿tigen zus￿tzlich einen Elektronendonor oder
-akzeptor, der die Rutheniumsubstanz wieder reoxidiert oder rereduziert (s. Abb.2.2): Blitz-
lichtanregung in Gegenwart von Rubpy (120 ￿M) f￿hrt in Gegenwart von 300 ￿M Ethylen-
diamintetraessigs￿ure (EDTA) zur schnellen Photoreduktion von Cu A der COX (Nilsson,
1992) mit einer Ausbeute von 1-2%. EDTA reduziert nun den oxidierten Rutheniumkom-
plex und zerf￿llt dabei in einer irreversiblen Reaktion. F￿r die Photooxidationsexperimente
am bc1-Komplex wird hingegen Paraquat (1mM) verwendet, das den reduzierten Rutheni-
umkomplex oxidiert. Der angeregte Rutheniumkomplex f￿hrt hier zur schnellen Oxidation
des Cytochrom c1 im bc1-Komplex (Sadoski et al., 2000). Die positiv geladenen Rutheni-
umkomplexe binden bei niedriger Ionenst￿rke fest an die Bindungsstelle des Cytochrom c
und sorgen so f￿r einen physiologischen Elektronen￿uss, der nun zeitlich in hoher Au￿￿sung
beobachtet werden kann.
Elektrische Eigenschaften Die elektrischen Eigenschaften des Messaufbaus sind bereits
gut untersucht und beschrieben worden (Bamberg et al., 1979; Borlinghaus et al., 1987).
Abbildung 2.3(a) zeigt eine schematische Darstellung der Messanordnung, deren Ersatz-
schaltbild in Abbildung 2.3(b) zu sehen ist und die kapazitive Kopplung zwischen der BLM
und den Proteoliposomen beschreibt.
Die Analyse des Ersatzschaltbildes wird mit der Knotenregel ICOX = Ib +Ip verfolgt (s.
Holz, 1990). Diese liefert den Zusammenhang zwischen dem von der COX erzeugten Strom
ICOX und der zeitabh￿ngigen gemessenen Spannung Ugem(t). Die Amplitude der Span-
nungsantwort wird durch die Systemeigenschaften der St￿tzmembran und der Proteolipo-
somen moduliert (s. Abbildung 2.2.1). Bei Spannungsmessungen mit einem hochohmigen
Eingang am Spannungsverst￿rker kann der Serienwiderstand des Messkreises vernachl￿s-
sigt werden. Ebenso wird die Leitf￿higkeit der St￿tzmembran, die einen sehr geringen
Wert (≈ 50 − 100pS) besitzt, nicht weiter ber￿cksichtigt. Die COX erzeugt einen Strom,
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Abbildung 2.2.: Photochemie von Rubpy: In (a) ist die Photoreduktion von CuA der COX ge-
zeigt. Der angeregte Zustand des Rutheniumkomplexes kann unproduktiv in den Grundzustand
zur￿ckgehen. Sequentielle Reaktionen mit Cu A und EDTA (D) f￿hren zur gew￿nschten Photore-
duktion. Die Reaktion ist wegen der Zerfallsprodukte von EDTA (P) irreversibel. In (b) ist zum
Vergleich die Photooxidation von Cytochrom c1 aus dem bc1-Komplex dargestellt. Als Elektro-
nenakzeptor (A) wird Paraquat verwendet, das dadurch in die radikalische Form ￿bergeht.
dessen Zeitverlauf mit einer Relaxationszeit τ0 beschrieben wird ICOX = I0 · exp(−t/τ0).
Zusammen mit den Konstanten aus Abbildung 2.3(b), sowie der Stromdichtenamplitude
j0 = I0/(γ · A) erh￿lt man f￿r die gemessene Spannung:
Ugem(t) =
2 X
i=0
Ui · e−t/τi (2.1)
U0 =
j0 · γ
(1 − γ) · Cm + Cp
·
τ1 · τ2 · τ0
(τ1 − τ0) · (τ2 − τ0)
U1 =
j0 · γ
(1 − γ) · Cm + Cp
·
τ1 · τ2 · τ0
(τ0 − τ1) · (τ2 − τ1)
U2 =
j0 · γ
(1 − γ) · Cm + Cp
·
τ1 · τ2 · τ0
(τ0 − τ2) · (τ1 − τ2)
(2.2)
Der erste Term in 2.1, U0(t), ist der Ausdruck f￿r das aktive Signal aufgrund der von der
COX generierten Ladungsverschiebungen und dessen zeitliche Ableitung ist proportional
zum erzeugten Strom ICOX ∝ −dU0(t)/dt (s. z.B. Borlinghaus et al., 1987). Dieser l￿sst
sich mit der von der COX ￿ber die Proteoliposomen erzeugten Spannung UCOX und der
Amplitudenverf￿lschung aufgrund der Systemzeitkonstanten fsys beschreiben:
U0(t) = U0 · e−t/τ0 = UCOX(t) · fsys
UCOX(t) =
j0 · γ · τ0
(1 − γ) · Cm + Cp
· e−t/τ0
fsys =
τ1 · τ2
(τ1 − τ0) · (τ2 − τ0)
(2.3)
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Ab bedeckte Fl￿che der BLM(γ · A)
Au unbedeckte Fl￿che der BLM((1 − γ) · A)
Gm spez. Leitf￿higkeit der BLM
Gp spez. Leitf￿higkeit der COV
Cm spez. Kapazit￿t der BLM
Cp spez. Kapazit￿t der COV
ICOX von der COX erzeugter Strom
Ib,Ip Strom ￿ber die BLM und die COV
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Abbildung 2.3.: Messanordnung an der BLM und deren Ersatzschaltbild: Die an der Messmembran
angelagerten Proteoliposomen sind in (a) gezeigt. In (b) ist das entsprechende Ersatzschaltbild
eingef￿gt.
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Die Systemzeitkonstanten τ1 und τ2 beschreiben die passive Relaxation des Systems. Sie
h￿ngen hierbei in folgender Weise von der Leitf￿higkeit der Proteoliposomen und den
Kapazit￿ten der Membransysteme ab, wobei
_
C =
Cm·Cp
Cm+Cp:
γ → 1 : τ1 ≈ A · Rsh ·
_
C τ2 ≈ Cp/Gp
γ → 0 : τ1 ≈ A · Rsh · Cm τ2 ≈ (Cp + Cm)/Gp
(2.4)
Die Systemzeitkonstanten bestimmen das Zeitfenster der Messung. Die N￿herungen sind
f￿r verschiedene Bedeckungsgrade erhalten. Die erste Systemzeit ist im Wesentlichen durch
den Shunt-Widerstand (Rsh=1GW, s.Abb. 2.1 auf S. 28) und die Membrankapazit￿t be-
stimmt. Die zweite Systemzeitkonstante wird hingegen durch die Eigenschaften der Pro-
teoliposomen gepr￿gt. Die Zeitkonstanten liegen im Bereich von τ2 = 200 − 400ms und
τ1 = 2−3s, w￿hrend die untere und hier entscheidende Grenze der Anstiegszeit durch die
Messelektronik bestimmt wird. Sie liegt bei 1-2 ￿s.
Die zeitabh￿ngigen Signale wurden mit einer Summe von Exponentialfunktionen be-
schrieben. Die Relaxationszeiten und Amplituden umfassen die Kinetik der einzelnen ￿ber-
g￿nge und die Konzentrationen der Intermediate. Diese Parameter wurden aus einer nicht-
linearen Kurvenanpassung erhalten (Marquardt-Levenberg Algorithmus). F￿r die Analyse
wurde entweder ORIGIN 7.5 (Microcal) oder MATHCAD 12 (Mathsoft) verwendet.
2.2.2. Spektrometrische Messungen
Statische Messungen wurden mit einem Spektrophotometer (Hitachi U-3000) aufgenom-
men. Zeitaufgel￿ste Messungen wurden an einer Blitzlichtapparatur gemessen. Der An-
regungsstrahl des Farbsto￿- oder Excimerlasers (5-10mJ) tri￿t im rechten Winkel zum
Messlicht auf eine Quarzk￿vette, die in einer verdunkelten Messkammer eingesetzt ist.
Das Messlicht stammt entweder von einem durchstimmbaren He-Ne Dauerstrichlaser (La-
ser2000, Research Electro-Optics) oder einer 75W Xenon-Kurzbogenlampe (Zeiss). Um
auf Intensit￿ts￿uktuationen zu korrigieren, wird vor Eintritt in die Messprobe ein Refe-
renzstrahl ausgekoppelt. Die Lichtintensit￿t wird von einer Photodiode aufgenommen und
deren Photostrom verst￿rkt (PMT-4 Ampli￿er, Scienti￿c Instruments ). Das nachverst￿rk-
te und ge￿lterte (SR 560, Stanford Research Systems ) Signal wird von einem digitalen
Speicheroszilloskop (Integra 10, Nicolet) aufgenommen.
1H-NMR Spektren wurden an einem 250MHz Spektrometer (Bruker AM 250) am Lehr-
stuhl f￿r Organische Chemie an der Johann Wolfgang Goethe-Universit￿t (Frankfurt)
aufgenommen. Chemische Verschiebungen sind auf Tetramethylsilan (TMS) referenziert.
Massenspektrometrische Bestimmungen sowie Elementaranalysen wurden von der Service-
Abteilung der Johann Wolfgang Goethe-Universit￿t (Frankfurt) durchgef￿hrt.
FT-IR Spektren an der Cytochrom c Oxidase wurden mit Hilfe von Prof. Rich am
University College London (Department of Biology, Glynn Laboratory of Bioenergetics )
aufgenommen. Das Vorgehen folgt der Versuchsanleitung in Rich and Breton (2001). FT-
IR Di￿erenzspektren am caged Fumarat (photolysiert minus unphotolysiert) wurden am
Institut f￿r Biophysik der Universit￿t Frankfurt (Prof. M￿ntele) an einem Bruker IFS 25
aufgenommen.
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3.1. Die Cytochrom c Oxidase
3.1.1. Der O→E-￿bergang
Obwohl der reduktive Teil des katalytischen Zyklus schon anhand elektrischer Messungen
untersucht worden ist (Ruitenberg et al., 2000, 2002), bestehen noch Di￿erenzen bez￿glich
einer Protonenaufnahme ausgehend vom oxidierten Enzym (Verkhovsky et al., 2001a). Me-
chanistisch stellt die Kopplung von H￿m a-Reduktion mit einer Protonenaufnahme einen
wichtigen Punkt und wesentliches Unterscheidungsmerkmal zwischen den verschiedenen
Modellen dar. Hier sollen mit Hilfe der BLM-Methode der Ein￿uss verschiedener Fakto-
ren auf das Ausma￿ und die Kinetik der Protonenaufnahme im O→E-￿bergang n￿her
beleuchtet werden:
￿ F￿hren die experimentellen Bedingungen bei den elektrometrischen Messungen zu
einer Population an teilreduzierter COX, die f￿r die beobachtete Protonenaufnahme
verantwortlich ist, wie von Verkhovsky et al. (2001a) angef￿hrt?
￿ Weist die Protonenaufnahme in ihrem Ausma￿ oder in ihrer Kinetik eine pH-Ab-
h￿ngigkeit auf?
￿ Besitzt Chlorid bzw. ein Enzym, das Chlorid gebunden hat, einen Ein￿uss auf die
Ausbildung der Protonenphase im O→E-￿bergang?
Insbesondere die letzten beiden Fragestellungen sind mit der Problematik von Hetero-
genit￿ten in den Enzympr￿parationen der COX verbunden. Die Charakterisierung abseits
der elektrometrischen Messungen wird f￿r die Cytochrom c Oxidase aus Paracoccus deni-
tri￿cans in einem anderen Abschnitt behandelt (s. Abschnitt 3.1.5 auf S.48).
Spektroskopische Kontrolle zum Reduktionsgrad der isolierten Cytochrom c Oxidase
Um den Reduktionsgrad der H￿mgruppen sichtbar zu machen, wurden spektroskopische
Untersuchungen unter denselben Bedingungen wie an der BLM durchgef￿hrt: Nach Ent-
und Begasen mit Argon wird Glukose zusammen mit Katalase und Glukose-Oxidase zum
Pu￿er zugesetzt, um noch vorhandenen molekularen Sauersto￿ zu reduzieren:
Glukose + O2
Glukose−Oxidase − − − − − − − − − − − → Glukonat + H2O2 (3.1)
2H2O2
Katalase − − − − − − − − − − − → 2H2O + O2 (3.2)
Reduzierte H￿me k￿nnen leicht im Spektralbereich zwischen 575-630 nm, der so genannten
α-Bande, identi￿ziert werden. Abbildung 3.1(a) zeigt deren Entwicklung sowie die entspre-
chende Kontrolle in Abwesenheit von COV (Abb. 3.1(b)). W￿hrend einer 90 min￿tigen
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Abbildung 3.1.: Spektroskopische Untersuchungen zum Reduktionsgrad der H￿mgruppen: (a) COV
(0,4￿M Cytochrom c Oxidase) werden in 50mM HEPES (pH 7,4), 2mM Glukose, 25 ￿g/ml Kata-
lase, 40 ￿g/ml Glukose-Oxidase und 200 ￿M Ferricyanid inkubiert. Danach werden 80 ￿M Rubpy
und 300￿M EDTA zugegeben und zuletzt Dithionit zur quantitativen Reduktion der COX. Es
sind die Di￿erenzspektren mit Referenz zum Spektrum vor der Ferricyanidzugabe zu sehen. (b)
Absolutspektren einer Probe mit leeren Liposomen ohne COX zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Ferricyanidzugabe. Die rechte Achse zeigt eine Vergr￿￿erung des Spektralbereichs von (b).
Inkubation von COV ist keine Reduktion der prosthetischen H￿mgruppen in Anwesenheit
des Sauersto￿ verbrauchenden Enzymsystems sowie von Ferricyanid zu erkennen. Auch in
Anwesenheit von Rubpy und EDTA ￿ndert sich dieser Zustand nicht.
Glukose-Oxidase ist ein Flavoprotein (Pazur and Kleppe, 1964), das verschiedene Sub-
strate mit unterschiedlicher E￿zienz reduzieren kann (Wohlfahrt et al., 2004). Ferricyanid
wird tats￿chlich langsam von Glukose-Oxidase reduziert (Verkhovsky et al., 2001a), wie
in Abb. 3.1(b) zu sehen ist. Nach 60min werden unter den Versuchsbedingungen f￿r elek-
trische Messungen ca. 7% Ferricyanid reduziert. Ber￿cksichtigt man das Normalpotential
des Ferricyanid/Ferrocyanid-Systems von E0
0 = 0,41V (O’Reilly, 1973), so herrschen trotz
der Aktivit￿t der Glukose-Oxidase oxidative Bedingungen f￿r die Cytochrom c Oxidase ,
deren H￿mgruppen Normalpotentiale von E0
a3 = 0,24V und E0
a = 0,42V besitzen (Hell-
wig et al., 1999a). Aus der Nernst-Gleichung ergibt sich damit, dass unter Einstellung
des Gleichgewichts maximal ∼ 10% von H￿m a reduziert vorliegen. Experimentell wurde
gezeigt, dass Ferricyanid die Cytochrom c Oxidase im E-Zustand reoxidieren kann (Mit-
chell et al., 1992a). Daher kann die Cytochrom c Oxidase in einem oxidierten Zustand
angenommen werden.
Auch andere Gr￿nde sprechen f￿r einen de￿nierten Ausgangszustand des O→-￿bergangs
bei den elektrischen Messungen: F￿r die Anwesenheit der Protonenphase ist es unerheb-
lich, ob die Messungen unter aeroben oder anaeroben Bedingungen durchgef￿hrt werden.
Im aeroben Fall ￿ndet keine Reduktion von Ferricyanid durch Glukose statt. Auch die
Zugabe von Ferricyanid ist nicht immer erforderlich, obwohl manche Pr￿parationen von
Proteoliposomen auch eine langsame Millisekundenphase in ihrer Spannungsantwort besit-
zen. Diese l￿sst sich durch Ferricyanid inhibieren und stammen von einer Enzymfraktion
im E-Zustand.
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Abbildung 3.2.: pH-Abh￿ngigkeit des O→E-￿berganges: COV derselben Pr￿paration wur-
den ￿ber Nacht bei verschiedenen pH-Werten inkubiert. F￿r pH 6,5 wurde 50mM
Bistris verwendet, f￿r pH 8,4 50mM Tris/HCl. Die Spannungsantworten wurden auf
die schnelle Phase normiert.
Inkubation bei niedrigem pH
Die Inkubation der COX bei niedrigem pH-Wert f￿hrt beim Rinderherzenzym zur so ge-
nannten langsamen Form. Hier soll der Ein￿uss einer erh￿hten Protonenkonzentration auf
die bakterielle COX mit elektrometrischen und spektroskopischen Methoden untersucht
werden. Bisher wurde dieser f￿r das Enzym aus Paracoccus denitri￿cans noch nicht be-
schrieben. Insbesondere das Verhalten der Protonenphase beim O→E-￿bergang bei nied-
rigem pH-Wert war hier von Interesse.
Tats￿chlich zeigt die langsame Phase der Spannungsantwort eine Abh￿ngigkeit vom pH.
Inkubiert man COV bei pH 6,5 ￿ber mehrere Stunden, verschwindet sie und nur noch die
schnelle Phase ist zu erkennen (siehe Abb.3.2).
In einem weiteren Experiment wird der Zeitverlauf dieser Abnahme betrachtet: Die An-
lagerung an die BLM erfolgt bei pH 6,5. In Abbildung 3.3 ist der relative Beitrag der
Protonenphase zur Gesamtamplitude aufgetragen. W￿hrend beim ersten Anregungsblitz
nach 60min noch eine Phase mit einer Zeitkonstante von 299 ￿s anwesend ist, f￿llt ihr
Anteil mit fortschreitender Zeit. Nach 330min liegt nur noch die schnelle Elektronenphase
vor.
Die Abnahme der Protonenphase folgt einem exponentiellen Zeitverlauf mit einer Zeit-
konstante von 120min (s. Abb.3.3(b)). Der Ordinatenschnittpunkt liegt bei 0,42 und
stimmt somit sehr gut mit den Messungen ohne Inkubation bei pH 6,5 ￿berein (Ruitenberg
et al., 2000). Der Ein￿uss der pH-Inkubation auf die Zeitkonstante ist hingegen weniger
deutlich. In den meisten Experimenten schwankt die Zeitkonstante f￿r die Protonenphase
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Abbildung 3.3.: pH-Inkubation: COV wurde zu 50mM Bistris, pH 6,5, zugegeben und eine Stunde
angelagert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die Spannungsantworten nach Laserblitzan-
regung aufgenommen. In (a) sind die kinetischen Daten zu verschiedenen Inkubationszeitpunk-
ten zu sehen, sowie in Rot die entsprechenden Kurven aus einem globalen Fit mit einer zwei-
exponentiellen Funktion und in Gr￿n die Residuen aus dem Fit. In (b) ist der relative Anteil an
der Gesamtamplitude der langsamen Phase aufgetragen (siehe Text).
ohne eindeutige Tendenz.
Auch in spektroskopischen Messungen l￿sst sich der Ein￿uss des pH-Wertes auf die COX
beobachten. Das Maximum der Soretbande verschiebt sich nach einem pH-Sprung auf einen
niedrigeren Wert zu k￿rzeren Wellenl￿ngen, wie in Abbildung 3.4 dargestellt ist. Ein ￿hnli-
ches Verhalten ist schon zuvor f￿r das Rinderherzenzym beobachtet worden (Papadopoulos
et al., 1991). In den Di￿erenzspektren f￿r die Proteoliposomen ist dar￿ber hinaus noch eine
Hintergrundabsorption ￿ber den gesamten spektralen Bereich zu beobachten. Diese ￿ndet
sich auch bei Kontrollexperimenten mit leeren Liposomen und stammt wahrscheinlich aus
einer Tr￿bung, die durch einen Ausfall oder eine Aggregation der Liposomen bei nied-
rigerem pH-Wert herbeigef￿hrt wird. Die ˜nderungen f￿r das solubilisierte Enzym sind
vollst￿ndig reversibel und schnell. Schon nach Aufnahme des ersten Spektrums nach dem
pH-Sprung haben sich die ˜nderungen in der Soretbande manifestiert.
Im Gegensatz hierzu verlaufen diese in der Probe mit den Proteoliposomen langsa-
mer. Der Zeitverlauf l￿sst sich mit zwei Zeitkonstanten beschreiben, deren Amplituden
ungef￿hr gleich stark zu der Gesamt￿nderung des Spektrums beitragen (τ1 =2,5min und
τ2 =40min). Die ˜nderungen gehen nicht einher mit einer ver￿nderten Cyanidbindungski-
netik, die indikativ f￿r den ￿bergang in die langsame Form der COX ist (s. hierzu Abschnitt
3.1.5 auf S.50). Auch gibt es Unterschiede in dem Zeitverlauf f￿r die Abnahme der Pro-
tonenphase in den elektrometrischen Messungen und f￿r die Lage der Soretbande in den
spektroskopischen Messungen.
Ein￿uss von Chlorid
Terminale Oxidasen reagieren mit Halogeniden (Moody et al., 1998) und beein￿ussen ihre
Reaktivit￿t gegen￿ber kleinen, an das binukleare Zentrum bindenden Molek￿len (Giu￿rØ
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Abbildung 3.4.: Entwicklung der Soretbande nach pH-Sprung von pH 7,4 auf pH6,4: (a) Di￿erenz-
spektren des Spektrums nach 120min zu dem vor dem pH-Sprung. (b) Zeitlicher Verlauf der
Verschiebung der Soretbande. F￿r das solubilisierte Enzym wurden die Werte f￿r 433nm und
f￿r die Proteoliposomen bei 429nm aufgetragen. Die Konzentrationen betrugen 4 ￿M f￿r die
solubilisierte und ca. 3 ￿M f￿r die rekonstituierte COX. Die Spektren wurden in einem Pu￿er
aus 25mM HEPES und 25mM Bistris aufgenommen, der pH wurde durch Zugabe von 1M
Phosphors￿ure ge￿ndert und nach den Experimenten gemessen.
et al., 1998). Es ist weiterhin gezeigt worden, dass die komplette Reduktion der Chlorid
gebundenen Form im Gegensatz zur ungebundenen Form zu einer verminderten Aufnahme
von Protonen (1,4 vs. 2,28) f￿hrt (Forte et al., 2002): Die Anwesenheit von Chlorid vermin-
dert die Anzahl der Protonierungsstellen in der COX. In den elektrometrischen Messungen
w￿rde dies zu einer Abnahme der Amplitude der Protonenphase f￿hren und k￿nnte so-
mit ebenfalls die unterschiedlichen Resultate im O→E-￿bergang erkl￿ren. Daher wurden
Protokolle zur Aufreinigung einer chloridfreien Enzympr￿paration entwickelt (verschiedene
Pr￿parationen wurden von K.Budiman & H. M￿ller vom MPI f￿r Biophysik, Abt. Mole-
kulare Membranbiologie, sowie E. Grell vom MPI f￿r Biophysik, Abt. Biophysikalische
Chemie zur Verf￿gung gestellt). In den elektrometrischen Messungen, die mit diesen Pr￿-
parationen durchgef￿hrt wurden, konnte kein signi￿kanter E￿ekt auf die Protonenphase
beobachtet werden. Vorherige Inkubation mit Chlorid oder die Verwendung eines chlorid-
haltigen Messpu￿ers zeigten ebenfalls keinen E￿ekt (Daten nicht gezeigt) und scheinen
daher keinen Ein￿uss auf die Protonenphase im O→E-￿bergang zu besitzen. Weitere Ef-
fekte von Chlorid werden zu einem sp￿teren Zeitpunkt diskutiert (s. Abschnitt 3.1.4 auf S.
46 und Abschnitt 3.1.5 auf S. 48).
3.1.2. Die Temperaturabh￿ngigkeit des O→E-￿bergangs
Um einen weiteren Einblick in die Kinetik des Elektronentransfers und der Protonenauf-
nahme beim O→E-￿bergang zu gewinnen, wurde die Temperaturabh￿ngigkeit der elektro-
metrischen Signale im Bereich von 5 ￿-40￿ gemessen. Die hierbei gewonnenen kinetischen
Parameter lassen sich im Rahmen eines nichtadiabatischen Elektronentransfers diskutie-
ren (Marcus and Sutin, 1985). Weiterhin soll der gegenseitige Ein￿uss von Elektronen-
und Protonentransfer durch Variation der Bedingungen in Form von Zugabe von Cyanid
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oder D2O und an der K-Kanalmutante K354M untersucht werden. Abschlie￿end werden
noch etwaige Unterschiede durch Vergleichsmessungen der aa3-Cytochrom c Oxidase aus
Paracoccus denitri￿cans und der ba3-Cytochrom c Oxidase aus Thermus thermophilus be-
trachtet. Bei der Durchf￿hrung muss auf besonders auf einige wesentliche Punkte geachtet
werden:
￿ Temperaturkontrolle: Die Temperatur wurde direkt in der Te￿onk￿vette der BLM-
Apparatur mit einem Thermocouple (Keithleyﬁ K-8712) gemessen. Zwischen ein-
zelnen Temperaturpunkten wurde mindestens 15min f￿r die Temperaturkonstanz
￿quilibriert.
￿ pH- und Redoxkontrolle: F￿r die Temperaturmessungen wurde ein 10mM Kalium-
phosphat-Pu￿er, pH 7,4, verwendet. Die S￿uredissoziationskonstante pK2 = 7,2
(25￿) von Phosphors￿ure besitzt nur eine geringe Temperaturabh￿ngigkeit, f￿r die
ein Wert von ∆pKs/∆T = −0,0028 ￿−1 bestimmt wurde (Dawson et al., 1986). Da-
durch kommt es nur zu geringen Schwankungen im pH-Wert. Wie im Abschnitt 3.1.1
auf S. 33 beschrieben, wird f￿r die Einhaltung des oxidierten Zustandes Ferricyanid
als Redoxpu￿er zugesetzt.
￿ Die Temperaturpunkte wurden in zwei Phasen gemessen, einer Aufw￿rmphase von
25￿ bis 40￿ und einer anschlie￿enden K￿hlphase von 25 ￿ bis 5￿. Nach R￿ck-
kehr zu 25￿ ist das Experiment beendet. Jede Messreihe beinhaltet dadurch einen
internen Referenzpunkt, der insgesamt drei Mal durchschritten wird. In manchen Ver-
suchsreihen wurde eine Abnahme der relativen Amplitude der Protonenphase ￿ber
der Zeit beobachtet. Der Grund hierf￿r ist nicht bekannt. Zur Auswertung wurden
nur Messreihen herangezogen, deren Referenzpunkte nicht um mehr als 30% in ihren
relativen Amplituden (A2/(A1+A2)) und ihren Absolutwerten der Relaxationszeiten
voneinander abwichen.
￿ Analysekontrolle: Die Temperaturabh￿ngigkeiten der Zeitkonstanten f￿r den Elektro-
nen- und Protonentransport wurden jeweils aus einer Versuchsreihe bestimmt. Zwi-
schen einzelnen Messreihen kann es in den Absolutwerten zu Schwankungen kommen
(s. auch Abschnitt 3.1.5 auf S. 48). Die Werte innerhalb einer Reihe sind hingegen
konsistenter und systematische Abweichungen aufgrund von Alter oder Pr￿paration
der Proteoliposomen spielen keine Rolle.
￿ Aktivit￿tskontrolle: Die Aktivit￿t der COX in Proteoliposomen wurde nach Entnah-
me einer Probe ￿berpr￿ft, die dieselbe Behandlung hinsichtlich der Temperatur￿n-
derungen wie in einem BLM-Experiment erfahren hat. In dem gemessenen Tempe-
raturbereich fand hierbei keine signi￿kante Abnahme der Aktivit￿t statt in ￿berein-
stimmung mit fr￿heren Messungen hinsichtlich der Temperaturstabilit￿t der COX
(Haltia et al., 1994).
In Abbildung 3.5 sind einzelne Punkte ￿ber die Messungen der Temperaturabh￿ngigkei-
ten zusammengefasst, Tabelle 3.1 vergleicht die aus einem Arrheniusgraphen erhaltenen
Parameter. Aus Abbildung 3.5(a) werden die E￿ekte der unterschiedlichen Experimen-
talbedingungen ersichtlich. Prinzipiell wird deutlich, dass diese sich haupts￿chlich in der
Protonenphase niederschlagen. Die Elektronenphase ist davon nicht betro￿en.
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(d) Temperaturabh￿ngigkeit der ba3-Oxidase
Abbildung 3.5.: Zusammenfassung der Temperaturabh￿ngigkeiten der elektrometrischen Messun-
gen am O→E-￿bergang. Messungen sind bei 10mM K-P i, pH7,4, 200￿M Ferricyanid, 300 ￿M
EDTA und 120 ￿M Rubpy durchgef￿hrt worden. F￿r die Messungen in D 2O sind w￿hrend der
Rekonstitution und den Messungen die entsprechenden L￿sungen mit D 2O verwendet worden,
mit pD = pH+0,4 (Glasoe and Long, 1960). (a) Ein￿uss auf die Protonenphase durch Variation
der Bedingungen. Die Zeitkonstanten sind f￿r die Messung an der WT-COX bei 25 ￿ bestimmt
worden. Die Amplituden sind auf die Elektronenphase normiert. (b) Beispielhafter Datensatz f￿r
die Messung an der aa3-Oxidase. Messungen wurden im Bereich von 5 ￿-40￿ in Abst￿nden von
5￿ durchgef￿hrt. (c) Arrheniusgraph der Relaxationszeiten bei den einzelnen Temperaturpunk-
ten. (d) Versuchsreihe an der ba3-Oxidase aus Thermus thermophilus. Die Rubpy-Konzentration
betrug bei diesen Messungen 300 ￿M.
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Wiltyp aa3-Oxidase In Abbildung 3.5(b) sind die einzelnen Messungen an der Wildtyp
aa3-Oxidase aus Paracoccus denitri￿cans exemplarisch zusammengefasst. Die Gesamtam-
plitude nimmt mit der Temperatur stark ab. Grund hierf￿r ist wahrscheinlich die Abnahme
der E￿ektivit￿t der Elektronen￿bertragung des angeregten Rutheniumkomplexes auf die
COX mit der Temperatur, wie sie auch f￿r einfachere Systeme beobachtet wurde (Clark
and Ho￿man, 1996). Aus der Arrheniusgleichung lassen sich die pr￿exponentiellen Faktoren
und die jeweiligen Aktivierungsenergien f￿r den Elektronentransfer und die Protonenauf-
nahme bestimmen. Der Prozess, verbunden mit der Protonenaufnahme, weist hierbei eine
etwa 2-3 Mal h￿here Aktivierungsenergie als die des Elektronentransfers auf.
Cyanid Cyanid inhibiert die Aufnahme eines Protons. Die Elektronentransferrate wird
hierdurch nur leicht in ihrer Gr￿￿e beein￿u￿t. Auch die Aktivierungsenergie ist vergleich-
bar, bei dem Cyanid inhibierten Enzym etwas geringer ausfallend. Cyanid h￿lt H￿m a3 im
oxidierten Zustand, der Ein￿uss auf die Mittelpunktpotentiale der anderen Kofaktoren ist
hingegen nicht ganz gekl￿rt (Hendler and Westerho￿, 1992). Die Verschiebung eines Poten-
tials f￿hrt zu einer ver￿nderten Triebkraft f￿r den Elektronentransfer zwischen Cu A und
H￿m a, was sich in einer etwas niedrigeren Aktivierungsenergie niederschl￿ge.
D2O Die Messungen in D2O best￿tigen den beobachteten Isotopene￿ekt auf die Proto-
nenaufnahme im O→E-￿bergang (Ruitenberg et al., 2000). Er ist nicht sehr stark ausge-
pr￿gt und betr￿gt bei 25 ￿ ungef￿hr 1,5, eine leichte Temperaturabh￿ngigkeit aufweisend.
W￿hrend die Aktivierungsenergie f￿r den Protonentransfer in H 2O und D2O einen ver-
gleichbaren Wert annimmt, schl￿gt sich der Isotopene￿ekt haupts￿chlich auf den pr￿ex-
ponentiellen Faktor nieder (s. Tab.3.1, AH/AD=63), was auf einen Tunnele￿ekt hindeuten
k￿nnte (Bell, 1974). Ein gr￿￿erer kinetischer Isotopene￿ekt ist in einzelnen ￿berg￿ngen,
die einen Protonenpumpschritt beinhalten, beobachtet worden (Karpefors et al., 2000b;
Salomonsson et al., 2005). Die Aktivierungsenergie des Elektronentransferprozesses ist im
Vergleich zu den Messungen in H2O nicht beein￿usst.
K354M Die K354M-Mutante behindert die Protonenaufnahme ￿ber den K-Weg. In ￿ber-
einstimmung mit den Literaturangaben ￿ndet sich bei dieser Mutante nur eine residuelle
Protonenaufnahme mit einer gegen￿ber dem Wildtyp verkleinerten relativen Amplitude
und einer vergr￿￿erten Zeitkonstante (τ2 ≈600￿s, s.a. Ruitenberg et al., 2000; Konstanti-
nov et al., 1997). In manchen Messungen war die Temperaturabh￿ngigkeit dieses Prozesses
nicht zu messen, da selbst die Restamplitude mit der Anzahl der Messungen noch wei-
ter abnahm. Die Aktivierungsenergie verringert sich in der Mutante, wohingegen f￿r den
Elektronentransfer nur eine kleine Erh￿hung festzustellen ist.
ba3-Oxidase Elektrometrische Messungen an der ba3-Oxidase sind schon zuvor durchge-
f￿hrt worden (Kannt et al., 1998b; Siletsky et al., 1999b) und die Verwendung von Rubpy
als Elektronendonor gezeigt worden. Die ba3-Oxidase zeigt beim O→E-￿bergang ebenfalls
zwei Phasen mit Zeitkonstanten τ1 = 21￿s (±5) und τ2 = 202￿s (±15). Im Unterschied
zur aa3-Oxidase aus Paracoccus denitri￿cans betr￿gt das Verh￿ltnis der relativen Ampli-
tuden der Elektronen- zu Protonenphase 2:1. Weiterhin muss bei den elektrometrischen
Messungen die Rubpy-Konzentration auf 300 ￿M erh￿ht werden, was einen Tribut an den
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Elektronentransfer Protonentransfer
A EA A EA
(s−1) (kJ·mol-1) (s−1) (kJ·mol-1)
aa3 107,7±0,2 16,4 (2,8) 1012,4±0,2 46,1 (8,4)
Cyanid 107,3±0,2 12,3 (2,1)
D2O 108,5±0,3 16,3 (3,4) 1010,6±0,2 36,9 (6,2)
K354M 108,5±0,1 20,4 (1,1) 108,3±0,2 28,6 (1,6)
ba3 107,7±0,2 17,2 (3,1) 1011,3±0,2 39,6 (2,9)
Tabelle 3.1.: Aktivierungsenergien EA und pr￿exponentielle Faktoren A aus der Tempera-
turabh￿ngigkeit der Relaxationszeiten des O →E-￿berganges. Die Parameter wurden
aus der Abh￿ngigkeit der Ratenkonstanten von der Temperatur bestimmt 1/τi = ki =
A×exp(−EA
R·T ), wobei A den pr￿exponentiellen Faktor, EA die Aktivierungsenergie und
R die Gaskonstante mit 8,315J·K-1·mol-1 darstellen.
gr￿￿eren Ein￿uss hydrophober Wechselwirkungen an der Cytochrom c Bindungsstelle dar-
stellt (Maneg et al., 2004). Die Aktivierungsenergien aus den Messungen bei verschiedenen
Temperaturen (vgl. Abb. 3.5(b) und (d)) sind f￿r die beiden untersuchten Oxidasen ver-
gleichbar: Die Elektronenaufnahme wird in der ba3-Oxidase in einem ￿hnlichen Prozess
durch die Protonenaufnahme elektrostatisch kompensiert. F￿r eine weiterf￿hrende Unter-
suchung anderer Zwischenzust￿nde mit der BLM-Technik ist die ba3-Oxidase aus Thermus
thermophilus aufgrund ihrer geringen Reaktivit￿t gegen￿ber exogenen Reduktionsmitteln
wie CO oder Wassersto￿peroxid nicht zug￿nglich, wie es auch zuvor schon gezeigt worden
ist (Siletsky et al., 1999b).
Aus Puls-Radiolyse Messungen mit 1-Methylnicotinamid als Elektronendonor f￿r die
COX konnte die Elektronenverteilung nach dem O→E-￿bergang, sowie die thermody-
namischen Parameter dieser Reaktion aus der Temperaturabh￿ngigkeit dieser Reaktion
spektroskopisch bestimmt werden (Farver et al., 2006a,b). Mit Hilfe der Gleichgewichts-
konstante K lassen sich die Geschwindigkeitskonstanten der Hin- und R￿ckreaktion, kf und
kr, des Elektronentransfers berechnen. Aus den Arrhenius-Parametern k￿nnen anschlie￿end
die kinetischen Parameter der Eyring-Gleichung ∆H‡ und ∆S‡ ermittelt werden:
aus lnk = lnA +
−EA
RT
und lnk = ln
kB
h
+
∆S‡
R
+ lnT −
∆H‡
RT
sowie
dlnk
dT
=
EA
RT2 und
dlnk
dT
=
∆H‡ + RT
RT2
folgt ∆H‡ = EA − RT und ∆S‡ = R · ln(
A · h
kB · T
) − R (3.3)
Tabelle 3.1.2 vergleicht die kinetischen Parameter f￿r den Elektronentransferprozess
beim O→E-￿bergang aus den elektrometrischen Messungen und den Puls-Radiolyse Mes-
sungen f￿r die aa3- und ba3-Oxidase, sowie f￿r die Rinderherzoxidase. Aus den Geschwin-
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Raten-
konstante
(s−1) ∆H‡
(kJ·mol-1)
∆S‡
(J·K-1·mol-1)
P.denitri￿cans,
BLM
kf 39000 (±6300) 17,6 (±1,1) -107 (±5)
kr 20000 (±3200) 20,1 (±1,1) -104 (±5)
P.denitri￿cans,
Puls-Radiolyse 1
kf 20400 (±1500) 22,2 (±1,2) -88 (±2)
kr 10030 (±800) 24,6 (±1,3) -86 (±2)
Th. therm.,
BLM
kf
2 14453 (±1956) 15,3 (±3,3) -117 (±10)
kr
2 27270 (±3690) 15,5 (±3,3) -111 (±10)
Th. therm.,
Puls-Radiolyse 3
kf 3880 (±420) ￿ ￿
kr 7320 (±800) ￿ ￿
B.taurus,
Puls-Radiolyse 4
kf 13000 (±1200) 11,4 (±0,9) -128 (±11)
kr 3700 (±300) 13,4 (±1,0) -131 (±11)
Thermodyn.
Parameter
K
(kf/kr)
∆H
(kJ·mol-1)
∆S
(J·K-1·mol-1)
P.denitri￿cans 1 2 -2,4 (0,7) -2,6 (2,4)
Th. therm. 0,533 -0,455 6,65
B. taurus4 3,4 -2 (0,3) 3 (5)
1Daten aus Farver et al. (2006b)
2unter der Annahme einer temperaturunabh￿ngigen Gleichgewichtskonstante K
3Daten aus Farver et al. (2006a)
4Daten aus Farver et al. (2000)
5berechnet aus den Werten f￿r ∆H
‡ und ∆S
‡
Tabelle 3.2.: Kinetische Parameter f￿r den O→E-￿bergang : Die Geschwindigkeitskonstanten der
Hin-und R￿ckreaktion O * ) E sind mit Hilfe der Gleichgewichtskonstanten K mit kobs = kf +kr
und K = kf/kr berechnet worden, die Aktivierungsenthalpie ∆H‡ und Aktivierungsentropie
∆S‡ aus Gleichung 3.3. Im Fall der ba3-Oxidase aus Thermus thermophilus ￿ndet Elektronen-
transfer ins binukleare Zentrum statt mit einer Rate von 770s -1 (Farver et al., 2006a). ￿ber-
einstimmend mit den anderen Systemen wurde hier der Elektronentransfer zwischen Cu A und
H￿ma betrachtet, dessen Werte f￿r die Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten f￿r die Hin-
und R￿ckreaktion verwendet wurden. Die Temperaturabh￿ngigkeit der Gleichgewichtskonstan-
ten ist nicht bekannt und wurde hier f￿r eine Absch￿tzung als unabh￿ngig betrachtet.
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digkeitskonstanten ist zu erkennen, dass die elektrometrischen Messungen schneller verlau-
fen als die Elektronen￿bertragung durch Puls-Radiolyse. Dies spiegelt sich auch in kleinen
Variationen der Aktivierungsparameter wider. Hierbei be￿nden sich die hier erhaltenen Pa-
rameter zwischen denen f￿r COX aus Paracoccus denitri￿cans und aus Rinderherz, wobei
eine gr￿￿ere Aktivierungsentropie durch eine etwas geringere Aktivierungenthalpie ausge-
glichen wird. Der gleiche Trend sind f￿r die Werte der ba3-Oxidase aus Thermus thermophi-
lus zu erkennen. Interessanterweise sind die Unterschiede der Geschwindigkeitskonstanten
zwischen den Messungen an der BLM und aus der Puls-Radiolyse noch ausgepr￿gter als
f￿r das Enzym aus Paracoccus denitri￿cans. Die Werte f￿r die Aktivierungsenthalpie und
die Aktivierungsentropie liegen zwischen denen f￿r die aa3-Oxidase aus Paracoccus deni-
tri￿cans und aus dem Rinderherz. Im Unterschied zu den beiden letztgenannten Enzymen
￿ndet in der ba3-Oxidase eine ˜quilibrierung des Elektrons zwischen H￿m a und dem bi-
nuklearen Zentrum statt. Die beobachtete Relaxationszeit von τ = 1,3ms (Farver et al.,
2006a) ist hierbei jedoch wesentlich langsamer bei Raumtemperatur als die zweite Rela-
xationszeit in den elektrometrischen Messungen (τ2 = 202￿s), die den Messungen f￿r die
aa3-Oxidase folgend einer Protonenaufnahme entspr￿che.
Zusammenfassend l￿sst sich sagen, dass die Temperaturabh￿ngigkeit f￿r die Prozesse
w￿hrend des O→E-￿berganges mit Hilfe der BLM-Technik untersucht wurde. Der Elek-
tronentransfer besitzt eine niedrige Aktivierungsbarriere, die nicht durch die Protonierungs-
reaktion aus der Aufnahme des kompensierenden Protons beein￿usst wird. W￿hrend f￿r
den Zeitverlauf und das Ausma￿ des Protonentransfers deutliche Ein￿￿sse durch Wahl der
Bedingungen beobachtet wurden, ist f￿r die Barriere im geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt kaum ein E￿ekt zu beobachten. Alle Messungen stimmen in ihrer Gr￿￿enordnung
mit den publizierten Daten f￿r den Elektronentransfer ￿berein.
3.1.3. Der P-Zustand
Der P-Zustand (oder PM) ist schon mit verschiedenen Methoden an bakteriellen und mi-
tochondrialen Oxidasen hergestellt worden. Im katalytischen Zyklus des Enzyms aus Para-
coccus denitri￿cans ist der P→F-￿bergang der letzte Teilschritt, der bisher nicht gr￿ndlich
an der BLM charakterisiert wurde. Insbesondere die Anzahl der gepumpten Protonen (ein
oder zwei), sowie die daran beteiligten Protonenkan￿le sind f￿r ein mechanistisches Ver-
st￿ndnis entscheidend. Das setzt eine quantitative Herstellung dieses Zwischenproduktes
voraus. Hier soll die pH-Abh￿ngigkeit der Darstellung des P M-Zustandes am Enzym aus
Paracoccus denitri￿cans genauer untersucht werden, um die optimalen Bedingungen f￿r
eventuelle elektrometrische Messungen zu de￿nieren.
Der P-Zustand kann mit verschiedenen Methoden hergestellt werden. St￿chiometrische
Mengen an Wassersto￿peroxid bei hohem pH ￿berf￿hren das oxidierte binukleare Zen-
trum in den P-Zustand (Bickar et al., 1982; Vygodina and Konstantinov, 1989; Weng and
Baker, 1991). Alternativ kann die Oxidase in das so genannte mixed-valence Enzym (MV-
CO) durch Inkubation mit Kohlenmonoxid (CO) unter anaeroben Bedingungen ￿berf￿hrt
werden (Greenwood et al., 1974; Brzezinski and Malmstr￿m, 1985), das ein reduziertes bi-
nukleares Zentrum sowie oxidiertes CuA und H￿m a besitzt. Eine anschlie￿ende Reaktion
mit Sauersto￿ erzeugt den P-Zustand (Chance et al., 1975; Clore et al., 1980; Clore, 1980).
Ebenso entsteht diese Form der Oxidase bei Begasung mit Kohlenmonoxid in Anwesenheit
von Sauersto￿ (Nicholls and Chanady, 1981).
433. Ergebnisse
Fe3+-OH2 + CuB
2+-OH− + 2CO −→ Fe2+-CO + CuB
+
| {z }
MV CO
+H2O + CO2 + H+ (3.4)
Fe2+-CO + CuB
+ + O2 + YOH −→ Fe4+=O2− + CuB
2+-OH−
| {z }
P−Zustand
+CO + YO• (3.5)
Fe4+=O2− + CuB
2+-OH− + YO• + 2e− + 3H+ −→ Fe3+-OH2 + CuB
2+-OH−
| {z }
O−Zustand
+YOH
(3.6)
Aus der Gleichungen 3.4-3.6 ist zu erkennen, dass die Bildung des Zweielektronen re-
duzierten Zustandes pH-abh￿ngig ist, wobei die Bildung des MVCO bei hohem pH-Wert
beg￿nstigt ist. Bei der Bildung des P-Zustandes wird molekularer Sauersto￿ in einer kon-
zertierten Reaktion reduziert. Als Resultat geht H￿m a3 in einen Ferryl-Zustand ￿ber (Han
et al., 1990; Proshlyakov et al., 1998). Hierbei werden drei der vier ben￿tigten Elektronen
f￿r die Sauersto￿reduktion vom binuklearen Zentrum bereit gestellt (s. Gl. 3.5), das vierte
stammt von einem Tyrosinrest (Y•, MacMillan et al. (1999); Rich et al. (2002); Budi-
man et al. (2004)). Die Zusammenh￿nge der verschiedenen Ferryl-Spezies (P-, F’- und
F-Zustand), ihre Interkonvertierbarkeit, sowie die pH-Abh￿ngigkeit der einzelnen Reak-
tionen sind f￿r das Rinderherzenzym in mehreren Artikeln diskutiert worden (J￿nemann
et al., 2000; Fabian and Palmer, 1995, 2001).
Die beste Ausbeute und Handhabbarkeit bei der Einstellung P-Zustandes wurde durch
direktes Begasen des oxidierten Enzyms mit Kohlenmonoxid erreicht. Die Reaktion verl￿uft
einphasig und ist bei allen hier untersuchten pH-Werten innerhalb von 7min zu Ende. Die
Bildung des P-Zustandes l￿sst sich leicht anhand des Absorptionsspektrums im sichtbaren
Bereich verfolgen. Verglichen mit dem Rinderherzenzym, weist das Di￿erenzspektrum (P
minus O) ein Rotverschiebung auf (s. Abbildung 3.6(a)). Dies ist auch zuvor beobachtet
worden (Iwaki et al., 2004). Die charakteristischen Signaturen des P-Zustandes sind deut-
lich ausgepr￿gt: die negative Bande um 630nm, die auf das Au￿￿sen der charge transfer
Bande zwischen H￿m a3 und CuB hinweist, die positiven Peaks im α-Bereich (609nm
und 567nm), sowie die Verschiebung der Soretbande, die zu dem Peak bei 440,5nm und
dem Tal bei 417nm f￿hrt. Die Ausbeute an P-Zustand ist pH-abh￿ngig, was in Abbil-
dung 3.6(b) dargestellt ist. Mit zunehmendem pH-Wert steigt die Ausbeute an P-Zustand,
w￿hrend unterhalb von pH 6 die Darstellung des P-Zustandes nicht mehr erfolgt. Wich-
tig zu erw￿hnen ist, dass bei pH 7,4, dem Wert, bei dem unter Standardbedingungen die
elektrometrischen Messungen durchgef￿hrt werden, sich nur 25% aller Oxidasemolek￿le im
P-Zustand be￿nden.
Tats￿chlich ist nicht nur die Bildung des P-Zustandes, sondern auch der Zerfall vom
pH-Wert abh￿ngig (J￿nemann et al., 2000; Oda et al., 2004), wie auch an der forma-
len Gleichung 3.6 zu erkennen ist. Analysiert man die Kurve in Abb. 3.6(b) mit einem
einfachen Bindungsmodell, erh￿lt man eine Protonenbindungsstelle mit einem pK s-Wert
von 8,0 und einem apparenten Hill-Koe￿zienten von 0,5. Die Elektronen, die zur Bildung
des O-Zustandes ben￿tigt werden, stammen wahrscheinlich aus der Disproportionierung
zweier Oxidasemolek￿le im P-Zustand, wie es auch schon f￿r andere Zust￿nde beobachtet
wurde (Ruitenberg et al., 2002): Die Halbwertszeit des P-Zustandes ist bei COX, die in
Liposomen rekonstituiert wurde, h￿her als im solubilisierten Zustand. Eine zweite Elektro-
nenquelle stellt residuelles Kohlenmonoxid dar. An den notwendigen Protonenbewegungen
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Abbildung 3.6.: Absorptionsspektrum des PM-Zustandes und die pH-Abh￿ngigkeit seiner Bildung:
In (a) sind die spektralen ˜nderungen bei Ausbildung des P M-Zustandes bei pH 9,1 gezeigt
(linke Achse Absolutspektren, rechte Di￿erenzspektrum P M minus oxidiert). Die Wellenl￿ngen
der Maxima und Minima f￿r den PM-Zustand sind in den jeweiligen Spektren angezeigt. Die
Bildung und/oder Zerfall des PM-Zustandes weist eine pH-Abh￿ngigkeit wie in Abb. (b) auf.
Die Messungen wurden in 50mM Pu￿er (Bistris pH 6,0; K-Pi pH6,8, 7,4 und 8,0; Tris pH 8,4;
Borat pH 9,1 und CHAPS pH 10) und 0,05% LM durchgef￿hrt. Konzentrierte Oxidase (700 ￿M)
wurde in den entsprechenden luftges￿ttigten Pu￿er verd￿nnt. Nach Aufnahme des Spektrums
des oxidierten Enzyms wurde die Probe f￿r 10s mit CO begast und Spektren ￿ber der Zeit
aufgenommen. Anschlie￿end wurde die Probe vollst￿ndig mit Dithionit reduziert. Die Konzen-
tration des P-Zustandes wird aus dem Di￿erenzspekrum mit 609−632nm = 10,4mM
−1 · cm−1
und die Enzymkonzentration aus dem Di￿erenzspektrum Red(CO) minus O mit 606−621nm =
29,4mM
−1 · cm−1 berechnet.
sind auch bei diesen Reaktionen die beiden Protonentransferwege, der D- und/oder der
K-Kanal beteiligt. Die Ausbeute an PM bei pH8,4 ist abh￿ngig von der Inkubationszeit
der Liposomen bei diesem pH-Wert. Mit der ˜quilibrierung der Innenphase der Vesikel,
also nach l￿ngerer Inkubationszeit, erh￿ht sich die Ausbeute, w￿hrend sie in den ersten
Minuten nach Zugabe der COV in die jeweiligen Pu￿er unabh￿ngig vom ￿u￿eren pH-Wert
ist.
F￿r die elektrometrischen Messungen ist die Ausbeute ein wichtiger Faktor f￿r die Inter-
pretierbarkeit der Signale bei den verschiedenen ￿berg￿ngen. Dies gilt insbesondere f￿r
den P-Zustand und die Frage, ob ein oder zwei Protonen bei dem P→F-￿bergang gepumpt
werden. An der COX k￿nnen mit der BLM-Technik jedoch keine Messungen ￿ber pH 8,4
durchgef￿hrt werden. Hier erh￿lt man maximal 50% Ausbeute an P M. Wie in Abbildung
3.7 gezeigt, nimmt die Amplitude des Photopotentials nach einem pH-Sprung stark und
schnell ab. Daher kann die Ausbeute nicht durch Variation des pH-Wertes erh￿ht werden.
Der Grund f￿r die schnelle und starke Abnahme des Signales bleibt unklar. Entweder
handelt es sich um eine Abl￿sung der adsorbierten Vesikel von der BLM, oder die Bindung
von Rubpy ist bei pH 9,2 sehr gering oder sehr stark, wodurch ein Elektron wieder auf das
oxidierte Rubpy3+ ￿bergeht. Somit bleibt festzuhalten, dass keine weiteren Ergebnisse mit
der COX aus Paracoccus denitri￿cans in Hinblick auf den P→F-￿bergang erzielt werden
konnten.
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3.1.4. Der F-Zustand
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Abbildung 3.7.: Anlagerung von COV bei pH 8,0:
Nach Aufnahme des ersten Signales wird der pH-
Wert durch Zugabe einer konzentrierten Boratl￿-
sung auf pH 9,2 gebracht und die Signale nach dem
pH-Sprung gemessen.
Der F-Zustand entsteht in einer
Reaktion mit Wassersto￿peroxid,
die abh￿ngig von molarem Ver-
h￿ltnis und pH-Wert ist (Wrig-
glesworth, 1984; Weng and Baker,
1991; Fabian and Palmer, 1995).
Er be￿ndet sich auf einer Reduk-
tionsebene, die drei ˜quivalente
￿ber der des O-Zustandes steht
(Verkhovsky et al., 1996), und
zeichnet sich durch eine Ferryl-
Form im binuklearen Zentrum
aus (Varotsis and Babcock, 1990;
Proshlyakov et al., 1996). In Hin-
blick auf diese Arbeit war die
Herstellung des F-Zustandes wich-
tig als Referenz f￿r die Messun-
gen mit der N131D-Mutante (s.
Abschnitt 3.1.6 auf S. 53) und
als Ausgangszustand f￿r Mehr-
fachblitzexperimente: Durch Einelektronenreduktion beim F→O-￿bergang wird hier der
postulierte aktivierte H-Zustand erreichbar (Verkhovsky et al., 1999b; Bloch et al., 2004).
Weitere Einelektronen￿berg￿nge von diesem instabilen Zustand sollten helfen aufzukl￿ren,
ob in einem anschlie￿enden O→E-￿bergang ein Proton gepumpt wird. Weiterhin ist der
F-Zustand ein leicht zug￿nglicher Zustand, um die Temperaturabh￿ngigkeit des Protonen-
transfers durch den D-Kanal sowie eines Pumpschrittes zu untersuchen, da sowohl das
chemische als auch das gepumpte Proton im F→O-￿bergang ￿ber diesen Weg aufgenom-
men wird (Konstantinov et al., 1997).
Wie die Bildung des P-Zustandes ist auch die des F-Zustandes vom pH-Wert abh￿ngig und
dar￿ber hinaus von der St￿chiometrie der eingesetzten H2O2-Konzentration (J￿nemann
et al., 2000). F￿r eine quantitative Herstellung des F-Zustandes wurde ein 50-100facher mo-
larer ￿berschuss an H2O2 verwendet. In Abbildung 3.8 ist die Einstellung des F-Zustandes
bei verschiedenen pH-Werten dargestellt. Nur bei pH-Werten ￿ber 8,4 ist nach 10min noch
eine Fraktion an Oxidasemolek￿len im P-Zustand (≈ 10%) zu erkennen. Die Ausbeuten,
cP und cF, lassen sich aus folgenden Wertepaaren des Di￿erenzspektrums mit den entspre-
chenden millimolaren Extinktionskoe￿zienten (mM-1·cm-1) berechnen (Rich et al., 2002):

A580−632nm
A609−632nm

=

1,9 4
10,4 1,9

·

cP
cF

(3.7)
Bez￿glich der Ausbeuten herrscht eine gewisse Unsicherheit, da die Extinktionskoe￿zien-
ten nicht bestimmt, sondern diejenigen der Rinderherzoxidase ￿bernommen worden sind
(Rich et al., 2002). Trotz dieses systematischen Fehlers lassen sich die Ausbeuten bei un-
terschiedlichen pH-Werten vergleichen (Abb. 3.8(b)). Nach l￿ngerer Inkubationsdauer mit
einem ￿berschuss an H2O2 kann die COX aus Paracoccus denitri￿cans unabh￿ngig vom
pH in den F-Zustand gebracht werden. Die Reaktion in Proteoliposomen verlief mit einer
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Abbildung 3.8.: F-Zustand bei verschiedenen pH-Werten: (a) Di￿erenzspektren aus F minus O.
Ungef￿hr 3 ￿M COX reagieren mit 50 ￿M H2O2 in 50mM Pu￿er bei verschiedenen pH-Werten
(pH6,0 Bistris; pH 6,8, 7,4 und 8,0 Kaliumphosphat; pH 8,4 Tris; pH 9,2 Borat). Die Konzen-
tration der einzelnen Ans￿tzen wurde aus den Red-Ox Di￿erenzspektren nach anschlie￿ender
Reduktion durch Zugabe von Dithionit berechnet. Die Reaktion mit H 2O2 war nach 15min
beendet. (b) Ausbeute an F-Zustand bei verschiedenen pH-Werten am Ende der Reaktion. Die
Ausbeuten wurden mit den angegebenen Extinktionskoe￿zienten berechnet. Die Ausbeute der
COX in Proteoliposomen bei pH 8,0 ist ebenfalls angegeben.
etwas geringeren Ausbeute, war aber dennoch deutlich feststellbar. Das Enzym aus Para-
coccus denitri￿cans kann demnach durch die Reaktion mit H2O2 zu ￿ber 80% unter den
Bedingungen an der BLM in den F-Zustand ￿berf￿hrt werden.
Neben dem E￿ekt unterschiedlicher pH-Werte wurde auch der Ein￿uss von Chlorid auf
die Ausbildung des F-Zustandes an drei verschiedenen Enzympr￿parationen untersucht.
Zwei davon folgten einer chloridfreien Aufreinigung, w￿hrend die dritte einen chloridhal-
tigen Hintergrund besa￿. Interessanterweise sank die Ausbeute an F-Zustand dramatisch
nach einer zweist￿ndigen Inkubation in Anwesenheit von 100mM Chlorid sowohl bei pH 7,4
als auch pH6,5 von 80% auf ≤ 10%. Dieses Ergebnis war unabh￿ngig von der Enzympr￿-
paration. Da einer der Pr￿parationen immer Chlorid enth￿lt, stellt sich die Frage, in wie
weit es sich um einen spezi￿schen E￿ekt handelt oder um eine zeitabh￿ngige Entwicklung.
F￿r das Absenken der Ausbeute war jedoch Chlorid erforderlich. Der E￿ekt ist soweit
nicht verstanden, f￿gt sich jedoch in die Diskussion um die Heterogenit￿ten der Oxidase
(s. Abschnitt 3.1.5).
Obwohl die spektroskopischen Messungen eindeutig die Anwesenheit des F-Zustandes
auch in den Proteoliposomen nachwiesen, wurde in den elektrometrischen Messungen kei-
ne entsprechende ˜nderung im Photopotential beobachtet. F￿r die COX aus verschiedenen
Organismen wurde ￿bereinstimmend eine Millisekundenphase im F→O-￿bergang gefun-
den, die in ihrer Amplitude in etwa der Summe aus der Elektronen- und Protonenaufnahme
entsprach und daher einem Protonenpumpschritt ￿ber die gesamte Membran zugeordnet
wurde, f￿r das Rinderherzenzym (Zaslavsky et al., 1993; Jasaitis et al., 1999; Siletsky
et al., 1999a), die Oxidase aus Rhodobacter sphaeroides (Konstantinov et al., 1997) und
aus Paracoccus denitri￿cans (Kannt et al., 2001).
Wassersto￿peroxid hat zwar einen E￿ekt auf die elektrometrischen Messungen an der
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(a) F→O-￿bergang
schnell mittel langsam
O→E 29￿s 0,35ms
(±7) (±0,063)
α1 = 59% α2 = 41%
F→O 17￿s 0,13ms 0,88ms
10￿M (±6) (±0,034) (±0,14)
H2O2 α1 = 54% α2 = 20% α3 = 25%
F→O 18￿s 0,13ms 1,10ms
100￿M (±6) (±0,040) (±0,17)
H2O2 α1 = 59% α2 = 17% α3 = 24%
(b) Parameter f￿r F→O-￿bergang
Abbildung 3.9.: Der F→O-￿bergang : Typisches Experiment f￿r den Ein￿uss auf den Zeitverlauf
des Spannungsaufbaus nach Elektroneninjektion. Die Messungen wurden in 10mM K-P i, pH7,4,
durchgef￿hrt. In spektroskopischen Kontrollexperimenten konnte f￿r die verwendeten Proteoli-
posomen eine Ausbeute von 60 % an F-Zustand berechnet werden. Die Tabelle enth￿lt die Daten
aus den Messungen f￿r drei verschiedene Enzympr￿parationen.
COX (s. Abb 3.9), aber die Entwicklung der relativen Amplituden im Vergleich zum O→E-
￿bergang ist nicht in ￿bereinstimmung mit einer Pumpphase im Millisekundenbereich. Die
kleine Phase, die hier in den Messungen zu beobachten ist, spricht nicht f￿r die Erfassung
des gepumpten Protons in den elektrometrischen Messungen. Das gleiche Verhalten wurde
auch f￿r Proteoliposomen mit COX aus Rhodobacter sphaeroides gesehen. Da die spektro-
skopischen Messungen, die Aktivit￿t des Enzyms verschiedener Pr￿parationen und Spezies
alle die Anwesenheit des F-Zustandes eines funktionellen Enzyms best￿tigten, k￿nnen die
hier erhaltenen Resultate nicht erkl￿rt werden. F￿r die elektrometrischen Messungen ist
daher noch ein weiterer Faktor anzunehmen, der mit den Messungen an der COX interfe-
riert.
3.1.5. Variabilit￿t in elektrometrischen Messungen und Heterogenit￿ten
In den Messungen des O→E-￿bergang manifestierte sich neben der beobachteten pH-
Abh￿ngigkeit (s. Abschnitt 3.1.1 auf S.35) auch eine intrinsische Variabilit￿t in den beiden
Phasen der erhaltenen Photopotentiale. Diese ￿u￿erte sich zum einen in Zeitkonstanten f￿r
die Protonen- und Elektronenphase, die bis zu einem Faktor 2 schwankten, zum anderen
in unterschiedlichen Amplitudenverh￿ltnissen der beiden Phasen zueinander.
In Abbildung Abb. 3.10 sind zwei Experimente unter so weit wie m￿glich identischen
Bedingungen zu sehen. W￿hrend das Signal der Dialysevesikel (￿) zwei Phasen f￿r die
Elektronen- und Protonenaufnahme aufweist, ￿ndet sich in dem Experiment mit den an-
deren Proteoliposomen (￿) nur noch eine Phase. Erw￿hnenswert ist dieses Verhalten ins-
besondere aufgrund der Tatsache, dass es sich bei den Vesikeln um zwei Rekonstitutionen
handelt, die an denselbem Tag mit derselben Proteinaufreinigung und mit denselben Che-
mikalien durchgef￿hrt wurden. Der Unterschied besteht nur in der Art und Weise der
Detergensreduktion; f￿r eine H￿lfte wurde eine Dialyse und f￿r die andere Adsorption an
Biobeads durchgef￿hrt.
Auch wenn es sich bei den dargestellten Beispielen um extreme F￿lle handelt, unter-
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Abbildung 3.10.: Beispiel f￿r die Variabilit￿t in
der relativen Amplitude der Protonenpha-
se beim O→E-￿bergang : Die Experimente
wurden unter gleichen Bedingungen am sel-
ben Tag aufgenommen. Die Amplituden sind
auf die schnelle Phase normiert. Details siehe
Text.
liegt insbesondere die relative Amplitude der Protonenphase Schwankungen. Es wurde
versucht, Korrelationen zu der Wahl der Bedingungen bei der Rekonstitution und der
Versuchsdurchf￿hrung zu ￿nden. Dabei wurden verschiedene pH-Werte, Detergenzien, Li-
pidkompositionen, Pu￿er und jeweils verschiedene Chargen der betre￿enden Chemikalien
verwendet. Auch unterschiedliche Proteinpr￿parationen, chloridfreies Enzym und gepulste
Oxidase (s.u.) zeigten Unterschiede in den einzelnen Messungen. Ein einziger Grund f￿r
die Variabilit￿t stellte sich bei ￿ber 300 Einzelmessungen jedoch nicht heraus, sondern
war Charakteristikum der einzelnen Liposomenpr￿paration. Dennoch lassen sich folgende
wichtige Punkte festhalten:
￿ Die Messungen mit einer Liposomenpr￿paration sind reproduzierbar. Allerdings zeig-
te sich oftmals ein Ein￿uss der Lagerung auf die Amplitude, so dass meist nur mit
frischen Proteoliposomen gemessen wurde.
￿ In den meisten Messungen des O→E-￿bergangs (≥ 90%) war die Protonenphase
vorhanden. Ihre relative Amplitude am Gesamtsignal betr￿gt im Mittel 38±5%. Der
O→E-￿bergang ist mit der Aufnahme eines kompensierenden Protons behaftet.
￿ Die Abwesenheit einer zweiten Zeitkonstante in der Kinetik des O→E-￿bergang ist
die Ausnahme. Hierf￿r m￿ssen kleine Ver￿nderungen in den Bedingungen w￿hrend
der Rekonstitution oder den elektrometrischen Messungen verantwortlich sein. Ei-
ne einfache Erkl￿rung fehlt, vielmehr mag die Variabilit￿t der Protonenphase ein
multikausales Ergebnis darstellen.
Wie in Abschnitt 1.2.3 auf S. 12 beschrieben, sind insbesondere f￿r das Rinderherzen-
zym Heterogenit￿ten f￿r die gereinigte Form der COX bekannt. Es wurden verschiedene
Methoden beschrieben, die es erlauben, unterschiedliche Formen zu diskriminieren. Einige
dieser Indikatoren sollen hier am Enzym aus Paracoccus denitri￿cans angewendet werden,
um verschiedene Enzympr￿parationen klassi￿zieren zu k￿nnen. Eine Korrelation zwischen
der Variabilit￿t der Protonenphase in den elektrometrischen Messungen mit verschiedenen
Zust￿nden der COX wie die schnelle, langsame oder Chlorid bindende Form k￿nnte hierf￿r
eine Erkl￿rung bieten:
￿ Finden sich unterschiedliche Geschwindigkeiten der Cyanidbindung in den verschie-
denen Enzympr￿parationen und lassen sich die Geschwindigkeiten durch Inkubation
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des Enzyms bei niedrigem pH (￿bergang zur langsamen Form) oder mit Chlorid
(￿bergang zur Chlorid bindenden Form) ver￿ndern?
￿ Kann ein homogener Ausgangszustand durch Pulsen herbeigef￿hrt werden?
￿ Unterscheidet sich das reduzierte binukleare Zentrum verschiedener Pr￿parationen
in Photolysestudien mit CO als Sonde?
Cyanidbindungskinetiken Der Zeitverlauf der Cyanidbindung ist mit verschiedenen En-
zympr￿parationen durchgef￿hrt und mit der Rinderherzoxidase als Standard verglichen
worden. Ausgehend von der Klassi￿zierung in langsame oder schnelle Form, die mit bi-
molekularen Ratenkonstanten von 2M-1·s-1 und 0,02M-1·s-1 beschrieben worden sind und
hier f￿r das Rinderherzenzym wiederholt werden konnten (Daten nicht gezeigt), wurde
die Cyanidbindungsrate f￿r verschiedene Enzympr￿parationen bestimmt. Um das Enzym
in seine langsame Form zu ￿berf￿hren, wurde es vor der Bindungskinetik bei niedrigem
pH inkubiert. Um Chloridbindung zu induzieren, wurde Chlorid dem Inkubationspu￿er
zugesetzt.
In den meisten Versuchen war ausschlie￿lich eine schnelle Phase mit einer Ratenkon-
stante von ≈5M-1·s-1 zu beobachten (s. Abb. 3.11(a)), in Proben mit einer zweiten Phase
￿berstieg diese jedoch nicht 10% der Gesamtamplitude. Dennoch lie￿en sich verschiedene
Formen anhand ihrer Di￿erenzspektren erkennen. W￿hrend sich im Di￿erenzspektrum der
Cyanid inhibierten Form, bezogen auf den oxidierten Zustand, die Maxima bei 436nm und
590nm be￿nden, gibt es auch noch eine weitere Form mit den entsprechenden Werten bei
- 5 0 0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0
- 0 , 0 6
- 0 , 0 4
- 0 , 0 2
0 , 0 0
D
A
4
1
4
n
m
(
n
o
r
m
)
Z e i t   /   s
  p H   7 , 4   ( 5   m i n )
  p H   7 , 4   ( 4   h )
  p H   7 , 4   &   C h l o r i d   ( 5   m i n )
  p H   7 , 4   &   C h l o r i d   ( 4   h )
  p H   6 , 5   ( 5   m i n )
  p H   6 , 5   ( 4   h )
  p H   6 , 5   &   C h l o r i d   ( 5   m i n )
  p H   6 , 5   &   C h l o r i d   ( 4   h )
(a) Cyanidbindungskinetik
4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0
- 0 , 1 0
- 0 , 0 5
0 , 0 0
0 , 0 5
0 , 1 0
0 , 1 5
- 0 , 0 3
- 0 , 0 2
- 0 , 0 1
0 , 0 0
0 , 0 1
0 , 0 2
0 , 0 3
0 , 0 4
0 , 0 5
D
A
l  /   n m
  C y a n i d   n a c h   5   m i n
  D i t h i o n i t   n a c h   5   m i n
  C y a n i d   n a c h   4   h
  D i t h i o n i t   n a c h   4   h
4 3 6   n m
4 1 3   n m
5 9 0   n m
6 0 5   n m
(b) Di￿erenzspektren
Abbildung 3.11.: Cyanidbindung unter verschiedenen Bedingungen. (a) 2￿M solubilisierte COX
wurde in 0,1M Pu￿er (HEPES pH 7,4 und MES pH6,5, ±150mM Chlorid) inkubiert und die
Bindungskinetik nach 5min und 4h Inkubation durch Zugabe von 34mM Cyanid aus einer
1M neutralisierten Stamml￿sung gestartet. Die Amplitude bei 414nm wurde auf die Amplitu-
de A606−621nm aus den Redox-Di￿erenzspektren mit Dithionit normiert. (b) Di￿erenzspektren
der Probe bei pH 6,5 nach minus vor der Bindungskinetik. Die Referenzspektren der oxidier-
ten Probe wurden jeweils direkt vor der Kinetik aufgenommen. Nach vier Stunden Inkubation
sieht man die Ausbildung einer zweiten Spezies in den Cyaniddi￿erenzspektren (siehe Angaben
in der α-Bande), die jedoch mit derselben Kinetik Cyanid bindet. Die Di￿erenzspektren nach
Dithionitreduktion sind hingegen f￿r die Proben nach Inkubation von 5min und 4h identisch.
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442nm und 605nm (s. Abb. 3.11(b)). Diese Form wurde haupts￿chlich nach Verd￿nnen
der Stamml￿sung und Inkubation der Oxidase im Reaktionspu￿er entdeckt. Die Werte
k￿nnten auf eine Reduktion von H￿m a hindeuten, d.h. durch blo￿es Warten entsteht eine
Spezies, die durch Cyanidzugabe zum Teil reduziert wird. Es handelt sich nicht um eine
Fraktion an teilreduziertem Enzym, die w￿hrend der Inkubation entstanden sein k￿nnte, da
als Referenz f￿r die Di￿erenzspektren jeweils ein Spektrum direkt vor der Cyanidzugabe,
also nach der Inkubationszeit, dient.
Chlorid und niedriger pH haben gegen￿ber diesem ersten E￿ekt nur eine geringe Wir-
kung auf die Cyanidbindungskinetik der COX aus Paracoccus denitri￿cans im Gegensatz
zum Rinderherzenzym. Die Existenz der verschiedenen Formen l￿sst sich daher mit der
Cyanidbindung f￿r dieses bakterielle Enzym nur schwer kl￿ren, bzw. die Cyanidbindung
ist als Test auf die Anwesenheit verschiedener Formen nicht geeignet.
Pulsen Um die verschiedenen heterogenen Formen der COX in einen einheitlichen Zu-
stand zu bringen, sind in der Literatur mehrere Pulsprozeduren beschrieben worden (An-
tonini et al., 1977, 1985). Allen gemein ist die Abfolge von Reduktion und Reoxidation der
COX (Baker et al., 1987; Moody et al., 1991b, 1995; Giu￿rØ et al., 1998).
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(a) Spektrum der gepulsten Form
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(b) R￿ckbildung der gepulsten Form
Abbildung 3.12.: Gepulste Form der COX: 1 ￿l konzentrierte COX (500 ￿M) wird eine Stunde an-
aerob mit 1 ￿l 20mM Dithionit inkubiert. Danach werden 1ml Pu￿er (50mM Kaliumborat,
pH9,1) zugegeben und anschlie￿end die Spektren aufgenommen. (a) Vergleich der Absolut-
spektren der oxidierten (resting), mit Dithionit reduzierten und der gepulsten Form. Die ersten
beiden Spektren wurden mit einer verd￿nnten Vergleichsprobe aufgenommen. Die Wellenl￿n-
genangaben beziehen sich auf die Maxima der gepulsten Form in der Soret- und in der α-Bande.
(b) Di￿erenzspektren der gepulsten Probe zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Reoxidation.
Als Referenz wurde das Spektrum direkt nach der Reoxidation verwendet.
Wie f￿r das Rinderherzenzym beschrieben (s. Moody, 1996), verschiebt sich nach Pul-
sen das Soretmaximum bathochrom gegen￿ber der ungepulsten Form (Abb. 3.12(a)). Die
so erhaltene Form erweist sich jedoch nicht als stabil und geht ￿ber Stunden zur￿ck in
ihre urspr￿ngliche Form (Abb. 3.12(b)). Ein Grund k￿nnte die Anwesenheit weiterer teil-
reduzierter Spezies sein, die langsam in die oxidierte Form relaxieren. Allerdings war das
Ergebnis reproduzierbar, so dass nach dem Pulsen jeweils die gleiche Zusammmensetzung
vorhanden sein m￿sste. Die Di￿erenzspektren in Abbildung 3.12(b) haben keine ˜hnlich-
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keit mit demjenigen von anderen Zust￿nden. Das lie￿e auch die M￿glichkeit einer zweiten
oxidierten Form mit einem anderen sichtbaren Spektrum zu. Die Ergebnisse sind hier nicht
eindeutig.
Die Di￿erenzspektren zwischen der gepulsten und der relaxierten Form weisen ￿hnlich
spektrale Signaturen wie die oben beschriebenen inkubierten Spezies f￿r die Cyanidbindung
auf (s. 3.11(b) auf S. 50): Die Lage der Peaks deutet auf eine H￿m a-Reduktion hin.
Allerdings bewirkt die Zugabe von Ferricyanid keine beschleunigte Umwandlung. Daher
ist nicht auszuschlie￿en, dass es eine weitere Form mit einem unterschiedlichen Spektrum
gibt.
Die Kinetik dieser Form in der Cyanidbindung oder der Reaktion mit CO unterscheidet
sich jedoch nicht von dem Enzym vor dem Pulsen. Lediglich die Amplitude der Cyanidbin-
dung ist bei 414nm geringer. In den elektrometrischen Messungen beim O→E-￿bergang
war kein Unterschied in den Signalen zu erkennen. Auch die gepulste Form wies eindeu-
tig zwei Phasen auf. Allerdings ist zum Zeitpunkt der Messung, also nach ungef￿hr einer
Stunde Anlagerung, ein Gro￿teil der gepulsten Form wieder in die urspr￿ngliche Form
￿bergegangen, so dass hier keine gesicherten Aussagen bez￿glich des elektrischen Verhal-
tens getro￿en werden k￿nnen.
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Abbildung 3.13.: Vergleich zweier Enzympr￿parationen von COX aus Paracoccus denitri￿cans : Ge-
zeigt sind die FT-IR Di￿erenzspektren von Red minus RedCO im Bereich der CO-Photolyse des
an H￿m a3 gebundenen CO-Molek￿ls, sowie die Simulationen der Einzelpeaks ( ￿). Der Anteil
der kleineren Peaks betr￿gt im ersten Fall 20% und im zweiten 30%.
Photolyse von CO aus dem reduzierten Enzym Eine weitere M￿glichkeit, die Integrit￿t
der Oxidase zu pr￿fen, besteht in der Photolyse von CO aus der reduzierten Form (Red-
CO). Lichtanregung f￿hrt zur Freisetzung von CO aus seiner gebundenen Form an H￿m
a3. Das FT-IR Di￿erenzspektrum Red minus RedCO bei 1965cm-1 ist ein Indikator f￿r
die Bindungsumgebung des CO im binuklearen Zentrum. W￿hrend im Rinderherzenzym
nur eine Bande sichtbar wurde (Rich and Breton, 2001), fanden sich in den bakteriellen
Oxidasen pH-abh￿ngige Verschiebungen und Aufteilungen dieser Bande (Mitchell et al.,
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1996a,b; Rost et al., 1999). Die Resultate wurden als Anwesenheit verschiedener Konfor-
mere diskutiert, die als α,β und γ-Konformer bezeichnet werden.
Die relativen Populationen verschiedener Konformere ist unterschiedlich in einzelnen
Enzympr￿parationen. Tats￿chlich gibt es auch bei den bakteriellen Oxidasen Proben, die
nur eine Bande aufzeigen (pers. Mitteilung von Prof. P. Rich). Weil f￿r diese Unterschiede
keine Liganden wie Chlorid, die nicht an die reduzierte Form binden k￿nnen, in Frage kom-
men, spiegelt die Photolyse von CO die inh￿rente Heterogenit￿t des binuklearen Zentrums
wider. In Abbildung 3.13 sind zwei verschiedene Enzympr￿parationen gezeigt. Deutlich
sind neben dem Hauptpeak die zwei kleineren zu erkennen, die sich in ihrem Anteil am
Gesamtsignal deutlich unterscheiden, insbesondere der Peak bei 1978cm -1.
Neben der Unterschieden in den FT-IR Di￿erenzspektren waren die Cyanidbindungs-
kinetiken oder die Ausbeute an PM bei diesen beiden Enzympr￿parationen vergleichbar.
Inwieweit die Konformere Ein￿uss auf die elektrometrischen Messungen besitzen, bleibt
unklar.
3.1.6. Die N131D-Mutante
CuA
Häm a Häm a3
CuB
Abbildung 3.14.: Die Aminos￿ure N131:
Die am D-Kanal beteiligten Reste so-
wie die Metallzentren der COX sind
dargestellt. Die Aminos￿ure N131 ist
farbig gezeigt.
Mutanten der COX sind eine gro￿e Hilfe bei
der Identi￿zierung von Aminos￿ureresten, die an
intramolekularen Protonenbewegungen beteiligt
sein k￿nnten (siehe f￿r eine ￿bersicht von Mutan-
ten bei Paracoccus denitri￿cans P￿tzner et al.,
1998). W￿hrend viele Mutationen in den Proto-
nentransferwegen zu einem funktionalen Defekt
der COX f￿hren, zeigt die Mutante N131D (in
Untereinheit I) einen interessanten Ph￿notyp: Bei
gleichbleibender Aktivit￿t an Sauersto￿redukti-
on, also Elektronentransfer, ￿ndet kein Protonen-
pumpen mehr statt (P￿tzner et al., 2000).
Der Aminos￿ure N131 liegt in der Mitte des
D-Kanals (Abb. 3.14), ungef￿hr 5 ¯ vom dem
Eingang bei D124 und knapp 20 ¯ von der letz-
ten Aminos￿ure bei E278 entfernt. In der ent-
sprechenden Mutante aus Rhodobacter sphaeroi-
des (N139D) konnte ein Ein￿uss der Mutation
auf den P→F-, und den F→O-￿bergang nach-
gewiesen werden. Im Vergleich zum Wildtyp ist
der letztere in der Mutante um einen Faktor 2
beschleunigt (Pawate et al., 2002). In der Re-
aktion des reduzierten Enzyms mit Sauersto￿
zeigt sich eine ver￿nderte pH-Abh￿ngigkeit in
der Bildungsrate des F-Zustandes: Der appa-
rante pKs-Wert ist gegen￿ber dem Wildtyp um
1,6 Einheiten erh￿ht (Namslauer et al., 2003).
Hierdurch ￿ndet kein Protonentransfer von E278
zur Bindungsstelle f￿r die gepumpten Protonen
mehr statt, sondern ausschlie￿lich zum binuklea-
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ren Zentrum f￿r die Wasserbildung (Namslauer and Brzezinski, 2004). Im folgenden soll
die N131D-Mutante aus Paracoccus denitri￿cans mit der BLM-Technik untersucht und
mit der klassischen D-Kanalmutante D124N (Konstantinov et al., 1997; Ruitenberg et al.,
2000) verglichen werden, die im Vergleich zur N131D-Mutante nur eine residuelle Aktivit￿t
aufweist.
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Abbildung 3.15.: O→E-￿bergang der N131D-
Mutante: Die Signale wurden unter Stan-
dardbedingungen gemessen.
Der O→E-￿bergang Der O→E-￿ber-
gang zeigt sowohl bei der N131D- als auch
bei der D124N-Mutante zwei zeitlich ge-
trennte Prozesse im photoelektrischen Si-
gnal. Neben dem schnellen Elektronen-
transfer zwischen CuA und H￿m a (27￿s)
￿ndet sich auch der zweite langsamere Pro-
zess, der der Protonenaufnahme zugeord-
net ist (237￿s, Abb. 3.15). Im Vergleich zur
D124N-Variante sind keine Unterschiede zu
erkennen. Die langsamere Phase l￿sst sich
wie im Wildtyp durch Zugabe von Cyanid
inhibieren.
Der E→R-￿bergang Die Darstellung
des E-Zustandes erfolgt ￿ber die Zwei-
elektronenreduktion des F-Zustandes durch
Kohlenmonoxid unter anaeroben Bedin-
gungen (Ruitenberg et al., 2002). Nach Bildung des F-Zustandes und anschlie￿ender Be-
gasung mit CO bilden sich die spektralen Charakteristika im Di￿erenzspektrum des E-
Zustandes ￿ber der Zeit aus (Abb. 3.16(a)), Soretmaximum und -minimum bei 443nm
und 416nm sowie im α-Bereich bei 605nm (Moody et al., 1991a; Witt et al., 1986; Witt
and Chan, 1987). Gleichzeitig bilden sich im Di￿erenzspektrum die Merkmale der MVCO-
Spezies aus (siehe Spektrum ￿ in Abb. 3.16(a)). Die angezeigten Wellenl￿ngen stimmen
mit denen ￿berein, die aus dem Di￿erenzspektrum nach Inkubation des oxidierten Enzyms
mit CO erhalten wurden. Grund hierf￿r ist die Disproportionierung des E-Zustandes in
MVCO und oxidierten Zustand. Aus den Di￿erenzspektren wird nicht ganz ersichtlich, wie
sich das Elektron im E-Zustand zwischen den Kofaktoren verteilt. Die gro￿e Absorption
bei 605nm ist jedoch f￿r eine H￿m a-Reduktion indikativ. In Abwesenheit von Sauersto￿
besitzt der E-Zustand eine hohe Lebensdauer; sogar nach ￿ber einer Stunde ist er noch
vorhanden, w￿hrend im Wildtyp zu diesem Zeitpunkt exklusiv das MVCO-Enzym vorliegt.
Die Spannungssignale nach Elektroneninjektion in den E-Zustand lassen sich mit zwei
Zeitkonstanten beschreiben (Abb. 3.16(b)). Zus￿tzlich erscheint noch eine Millisekunden-
phase mit kleiner Amplitude. Diese wird der schon vorhandenen Fraktion an Oxidasemo-
lek￿len im MVCO-Zustand zugeschrieben. Wie sich in den spektroskopischen Messungen
zeigte, ist zu jedem Zeitpunkt der E-Zustandsbildung eine Schulter bei 592nm ausgebil-
det, indikativ f￿r die MVCO-Spezies. Das elektrische Signal des MVCO-Enzyms wird durch
eine transiente Elektronen￿quilibrierung zwischen den Metallzentren nach Photolyse des
gebundenen CO ausgel￿st (Ruitenberg et al., 2002; Jasaitis et al., 1999).
Abbildung 3.17(a) stellt den Verlauf des elektrischen Signales nach Inkubation mit CO
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(b) E→R-￿bergang
Abbildung 3.16.: (a) Bildung des E-Zustandes bei der N131D-Mutante. Die Di￿erenzspektren zei-
gen Reaktion von 3,5 ￿M N131D-COX mit 200 ￿M H2O2 unter anaeroben Bedingungen (N 2,
50mM HEPES, pH 7,4, 0,02% Laurylmaltosid, 2mM Glukose). Nach 10min wurden 25 ￿g/ml
Glukose-Oxidase und 40 ￿g/ml Katalase zugef￿gt; anschlie￿end f￿r 5min mit CO begast. Die
Di￿erenzspektren werden zu den entsprechenden Zeiten aufgenommen. (b) Vergleich der elek-
trometrischen Signale von N131D-, D124N- und WT-COV. Die letzten beiden Proben wurden
von M. Ruitenberg aufgenommen. Bedingungen wie unter (a).
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(a) Spannungssignal des MVCO-Enzyms
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(b) Mehrfachblitzexperimente beim E→R-￿bergang
Abbildung 3.17.: (a) Spannungsantwort des MVCO-Spezies von N131D-COV. Die Proteoliposomen
wurden zwei Stunden unter anaeroben Bedingungen in einer CO-Atmosph￿re inkubiert. (b)
Mehrfachblitzexperiment beim E→R-￿bergang von N131D-COV: Unter den Bedingungen wie
in Abbildung 3.16(b) wurde mit einer Frequenz von 0,3Hz mehrmals geblitzt
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(b) F→O-￿bergang
Abbildung 3.18.: (a) Darstellung des F-Zustandes in 50mM HEPES, pH 7,4: Zu 1,2￿M N131D-COX
wird ein 50facher ￿berschuss an Wassersto￿peroxid zugegeben und das dargestellte Di￿erenz-
spektrum nach 10min gemessen. (b) Der F→O-￿bergang der N131D-Mutante im Vergleich zum
Wildtyp und der D124N-Mutante (Daten aus Ruitenberg, 2001). Die Signale sind nach 20 mi-
n￿tiger Inkubation mit 100 ￿M H2O2 unter Standardbedingungen erhalten worden. Die Kurven
sind auf die schnelle Phase normiert.
unter anaeroben Bedingungen nur in Abwesenheit von Rubpy dar. Deutlich ist auch hier
die Millisekundenphase festzustellen. Aufschlussreich f￿r die Herkunft dieser Millisekunden-
phase in den Messungen des E→R-￿bergangs sind hierbei auch Mehrfachblitzexperimente.
Durch die Photoreduktion mit Rubpy wird der Anteil an MVCO-Enzym mit zunehmen-
der Blitzzahl erh￿ht. Davon werden auch die relativen Amplituden der einzelnen Phasen
beein￿usst, d.h. die Millisekundenphase und die negative Phase aus dem Elektronenr￿ck-
￿uss von H￿m a auf CuA werden prominenter. Genau dieses Verhalten spiegelt sich in den
Messungen in Abbildung 3.17(b) wider und unterst￿tzt die These ￿ber die Herkunft der
langsamen Phase im ersten Blitz beim E→R-￿bergang.
Der F→O-￿bergang Der P-Zustand war bei der N131D-Mutante auch f￿r spektroskopi-
sche Messungen nicht zug￿nglich. D-Weg Mutanten besitzen gegen￿ber der Bildung dieses
Zustandes eine hohe Instabilit￿t. Messungen mit H2O2 zeigen nur transient die Ausbildung
einer 609nm-Spezies und gehen danach ￿ber in den F-Zustand. Dieser hingegen l￿sst sich
mit den Standardbedingungen darstellen und besitzt ungef￿hr die gleiche Stabilit￿t und
spektralen Eigenschaften wie der Wildtyp. Abbildung 3.18(a) stellt das Di￿erenzspektrum
und die Absolutspektren der N131D-COX vor und nach Peroxidzugabe dar. Die Mutante
erreicht eine 80-90%ige Ausbeute an F-Zustand.
In den elektrometrischen Messungen verh￿lt sich die N131D-Mutante wie die klassi-
sche D124N-Mutante und entspricht den Ergebnissen in den beiden vorherigen gemes-
senen ￿berg￿ngen: Protonenbewegungen, die im D-Kanal verlaufen, sind in beiden D-
Kanalmutanten unterdr￿ckt, d.h. gegen￿ber dem Wildtyp ist die intermedi￿re und die
langsame Phase nicht mehr vorhanden. Der Elektronentransfer in der N131D-Mutante ist
im Vergleich zu den beiden anderen Enzymen etwas schneller. Bez￿glich des Protonentrans-
fers sind in den elektrometrischen Messungen nur die elektrogenen Protonenaufnahmen
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Wiltyp1 D124N 2 N131D
O→E
τ1 = 23,2￿s ±5,2 (62 ±5) τ1 = 19,7￿s ±5,2 (58 ±4) τ1 = 26,4￿s ±5,2 (55 ±5)
τ2 = 230￿s ±50 (38 ±5) τ2 = 162￿s ±32 (42 ±4) τ1 = 210￿s ±45 (45 ±5)
τ1 = 26,9￿s ±7,5 (26 ±9) τ1 = 27,2￿s ±8,9 (63 ±7) τ1 = 60,1￿s ±15,2 (57 ±8)
E→R τ2 = 199￿s ±64 (25 ±9) τ2 = 195￿s ±13 (37 ±7) τ2 = 260￿s ±55 (43 ±8)
τ3 = 1,5ms ±0,6 (49 ±9)
τ1 = 25,6￿s ±7,7 (30 ±8) τ1 = 24,4￿s ±7,5 (100) τ1 = 17,8￿s ±5,2 (100)
F→O τ2 = 269￿s ±105 (23 ±6)
τ3 = 1,5ms ±0,5 (47 ±9)
1Werte f￿r E→R und F→O aus Ruitenberg (2001)
2Werte aus Ruitenberg (2001)
Tabelle 3.3.: Zusammenfassung der elektrometrischen Messungen an der N131D-Mutante und Ver-
gleich der Zeitkonstanten mit den Werten des Wildtyps und der D124N-Mutante. Die relativen
Amplituden der einzelnen Phasen sind in Klammern angegeben.
￿ber den K-Kanal im O→E-￿bergang und E→R-￿bergang zu beobachten.
Das Ergebnis des F→O-￿bergangs unterscheidet sich von den Messungen der entspre-
chenden Mutanten aus Rhodobacter sphaeroides. Hier besa￿ die D132N (ˆ =D124N) wei-
terhin eine verkleinerte intermedi￿re Phase (Konstantinov et al., 1997). In der N139D
(ˆ =N131D) war die intermedi￿re Phase sogar mit der gleichen Amplitude wie die des Elek-
tronentransfers vorhanden (Siletsky et al., 2004). Die Unterschiede in den bakteriellen
Oxidasen sind bisher nicht verstanden. Tabelle 3.3 fasst nochmals die Messungen an der
N131D-Mutante zusammen.
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3.2. Die Quinol-Fumarat Reduktase
Eine weitere Art des Protonen gekoppelten Elektronentransfers in Proteinen ￿ndet sich
bei der QFR aus Wolinella succinogenes. Die ￿E-Weg￿-Hypothese (Lancaster, 2002a) er-
kl￿rt den scheinbaren Widerspruch, dass die Aktivit￿t der QFR nicht zum Aufbau eines
Protonengradienten f￿hrt (Kr￿ger et al., 2002; Biel et al., 2002; Graf et al., 1985) und
gleichzeitig Menaquinoloxidation und Fumaratreduktion durch die Membrandoppelschicht
getrennt sind (Lancaster et al., 2000): Die dabei von verschiedenen Seiten der Membran
freigesetzten und aufgenommenen Protonen werden zur Wahrung der Elektroneutralit￿t
durch zwei Protonen kompensiert, die durch einen transienten Kanal (￿E-Weg￿) von der
periplasmatischen zur cytoplasmatischen Seite gelangen. Durch den transienten Charakter
des Kanals soll seine Existenz in kinetischen Messungen nachgewiesen werden. Da Einzel-
schritte der von der QFR katalysierten Reaktion elektrogen sind (s. Abb.3.19), wird diese
Problemstellung mit elektrischen Messungen an der BLM adressiert.
MQH2
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bP
[3Fe-4S]
[4Fe-4S]
[2Fe-2S]
FAD
Fumarat+ 
+ 2H
Succinat
2
+ 2 H  ?
3 Cytoplasma
Periplasma
1. Protonenabgabe bei der Menaquinol-
oxidation in einer distalen Bindungs-
stelle
2. Elektronentransfer vom distalen H￿m
bD zum proximalen H￿m bP und zum
FAD
3. Transfer der Ladung kompensierenden
Protonen durch den ￿E-Weg￿
Abbildung 3.19.: M￿gliche elektrogene Reaktionsschritte in der QFR katalysierten Fumaratreduk-
tion
F￿r das Durchf￿hren von kinetischen Experimenten stellt sich das Problem der schnel-
len Aktivierung der QFR zum Starten der Messungen. Da schnelle Mischtechniken an der
BLM nicht durchgef￿hrt werden k￿nnen, wurde hier die Strategie verfolgt, Licht induzier-
bare Substratspr￿nge mit sogenannten caged compounds durchzuf￿hren (Adams and Tsien,
1993).
3.2.1. Synthese eines caged Fumarates
Caged compounds besitzen die Eigenschaft, dass sie sich durch einen kurzen Lichtblitz
photolysieren lassen, um so zu einem Substratsprung in kurzer Zeit zu f￿hren (Kaplan
et al., 1978; Fendler et al., 1998). Von den Substraten der QFR wurde Fumarat f￿r die
Synthese einer gesch￿tzten Verbindung gew￿hlt, da es ￿ber seine Carboxylatgruppe leicht
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Abbildung 3.20.: Synthesestrategie f￿r caged Fumarat. Details der Synthese ￿nden sich im Anhang
A.1 auf S. 155 (NBS: N-Bromsuccinimid; TFA: Tri￿uoressigs￿ure).
zug￿nglich f￿r die Kopplung mit der α-Carboxynitrobenzyl-Schutzgruppe (CNB) ist. Eine
gesch￿tzte Verbindung sollte folgende Eigenschaften f￿r eine Verwendung in biologischen
Messungen besitzen:
￿ Das unphotolysierte Substrat darf von dem zu untersuchenden Enzym nicht versto￿-
wechselt werden und sollte im Zeitrahmen eines Experimentes nicht hydrolysieren.
￿ Die Photolyseprodukte der Schutzgruppe d￿rfen nicht zur Inhibierung des Enzyms
f￿hren.
￿ Die Substratfreisetzung soll schnell gegen￿ber dem katalytischen Turnover erfolgen.
Synthesestrategie
Als Schutzgruppe wurde CNB gew￿hlt, das schon erfolgreich in verschiedenen Systemen
eingesetzt worden ist (Hess, 2003) wie γ-Aminobutans￿ure (Gee et al., 1994), Glutamat
(Wieboldt et al., 1994b), Carbamoylcholin (Milburn et al., 1989), Kainat (Niu et al., 1996)
oder Glycin (Grewer et al., 2000). F￿r Fumarat stellt sich das Problem, dass zwei Car-
boxylatgruppen mit der CNB-Schutzgruppe gekoppelt werden k￿nnen. Daher wird als Zwi-
schenstufe ein asymmetrischer Diester gebildet, der nach selektiver Hydrolyse einer Ester-
bindung mit der aktivierten CNB-Vorstufe gekoppelt werden kann, wie in Abbildung 3.20
zu sehen ist.
Der Monoester Ethylfumarat 1 ist leicht zug￿nglich und k￿u￿ich. Die zweite S￿ure-
gruppe kann mit tert-Butanol unter Zuhilfenahme des Kopplungsreagenzes Dicyclohexyl-
carbodiimid verestert werden (Neises and Steglich, 1985). Der so erhaltene asymmetrische
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Abbildung 3.21.: Photolysemechanismus von CNB caged Verbindungen. Die S￿ure des Aci-Nitro-
Intermediates 2 steht in einem schnellen Gleichgewicht mit seiner korrespondienden Base. Es
zerf￿llt ￿ber intramolekulare Zyklisierung 3 in die Photolyseprodukte 4. RO- ist hierbei Fumarat.
Diester der Fumars￿ure 2 wird selektiv hydrolysiert (Denmark et al., 1996), um zum tert-
Butylfumarat 3 zu gelangen: Hier ist nun eine S￿uregruppe mit der tert-Butylgruppe ge-
sch￿tzt, w￿hrend die zweite f￿r die Kopplung mit der aktivierten CNB-Gruppe 5 zug￿nglich
ist. Die Schutzgruppen werden mit Tri￿uoressigs￿ure (TFA) abgespalten.
Photolyse des caged Fumarates
Die Photolyse verl￿uft ￿ber eine Zwischenstufe, dem so genannten Aci-Nitro-Intermediat
(s. Abb. 3.21, Walker et al., 1988; McCray et al., 1980; Schw￿rer and Wirz, 2001). Hin-
sichtlich der Freisetzung des gew￿nschten Substrates wurde f￿r caged ATP gezeigt, dass
dieses mit dem Zerfall des Intermediates erfolgt (Barth et al., 1995, 1997). Andere CNB
gesch￿tzte Substrate begehen jedoch auch einen parallelen Weg ￿ber ein Halbacetal (Corrie
et al., 2003). Das Aci-Nitro-Intermediat besitzt unterschiedliche spektrale Eigenschaften im
blauen Wellenl￿ngenbereich zum Grundzustand und ist daher leicht in transienten spek-
troskopischen Messungen zu detektieren.
Wird eine Probe mit caged Fumarat mit einem Laserblitz von 308 nm photolysiert, sind
die transienten Absorptions￿nderungen wie in Abb. 3.22 zu beobachten, wie sie f￿r ein
Aci-Nitro-Intermediat zu erwarten sind. Unter diesen Bedingungen folgt der Abbau des
Intermediates einem zweiphasigen Verlauf, der sich mit den Zeitkonstanten τ1 =100￿s
±10 (80%) und τ2 =1,6ms ±0,3 (20%) beschreiben l￿sst. Die Absorption erreicht nach
Photolyse nicht mehr die Grundlinie, da ein Nebenprodukt, die Nitrosobenzylgruppe, im
sichtbaren Bereich Licht absorbiert (Grewer et al., 2000). Ein zweiphasiger Abfall des In-
termediates wurde schon zuvor bei CNB gesch￿tzten Verbindungen beobachtet (Wieboldt
et al., 1994a; Niu et al., 1996; Grewer et al., 2000) und deutet auf zwei verschiedene Me-
chanismen der Freisetzung hin (s. o.).
Wie in Abb. 3.21 dargestellt, untergeht die S￿ureform des Aci-Nitro-Intermediates die
Zyklisierungsreaktion. Der Zerfall insgesamt und damit die Freisetzung des Substrates ist
daher pH-abh￿ngig, wie auch schon f￿r verschiedene Substanzen gezeigt worden ist (Mil-
burn et al., 1989; Ramesh et al., 1993). Ebenso nimmt die Zeitkonstante f￿r den Zerfall
von caged Fumarat mit sinkendem pH-Wert ab, von τ1 =100￿s bei pH 7,4 auf τ1 =53￿s
bei pH 6,3.
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Abbildung 3.22.: Photolyse von caged Fumarat bei 308 nm (17 mJ) in 50 mM K-P i, pH 7,4. (a)
Der Aufbau und Abfall des Aci-Nitro-Intermediates wird mit dem Signal von CNB-Glutamat als
Kontrolle verglichen. Eingebettet sind die transienten Di￿erenzspektren zu sehen, die zu allen
Zeitpunkten dieselbe Form einnehmen. (b) Ebenso sind die Di￿erenzspektren der photolysierten
Probe in Relation zur unphotolysierten mit zunehmender Blitzzahl zu sehen.
(a) FT-IR Di￿erenzspektrum
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(b) Zuordnung der Schwingungsbanden
ν [cm-1] (Vorz.) Schwingungstyp
1730 (￿) C=0 Streckschw. α,β unges.
Ester, Keton
1693 (+) C=O Streckschw. α,β unges.
S￿ure
1531 (￿) -NO2 asym. Streckschw.
1356 (￿) -NO2 sym. Streckschw.
1307 (￿) C-O-C asym. Streckschw
1282 (+) -NO Streckschw.
1168 (￿) C-O-C sym. Streckschw.
Tabelle 3.4.: (a) FT-IR Di￿erenzspektrum von caged Fumarat. Eine Probe von caged Fumarat
(500￿M) in Wasser wird durch einen Laserblitz photolysiert. Das Di￿erenzspektrum bezieht
sich auf die Daten von photolysiert minus unphotolysiert. (b) Die Zuordnung der einzelnen
Schwingungen erfolgt anhand von Vergleichsmessungen an CNB und Fumarat, sowie von publi-
zierten Messungen (z.B. Barth and Corrie, 2002).
Die Photolyseprodukte lassen sich mittels Infrarotspektroskopie identi￿zieren. Im Di￿e-
renzspektrum nach und vor Photolyse erscheinen charakteristische Gruppenschwingungen,
die auf das Verschwinden der unphotolysierten Verbindung bzw. das Auftauchen der Pro-
dukte schlie￿en lassen. Sie sind in Tabelle 3.4 aufgelistet. Die Zuordnung der einzelnen
Banden ist nicht eindeutig, da es in einigen Bereichen zu spektralen ￿berlappungen kommt
(z.B. die Carbonylschwingungen des caged Fumarates werden von den Schwingungen der
Produkte, Fumarat und Nitrosoacetophenon, ￿berlagert). Die charakteristischen Schwin-
gungen der Nitrogruppe bei 1531cm-1 und 1356cm-1 sind gut zu erkennen.
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Abbildung 3.23.: Aktivit￿tstest von QFR mit pho-
tolysiertem caged Fumarat: Die Aktivit￿tstests
wurden unter Standardbedingungen durchgef￿hrt
und mit der Zugabe von QFR-Proteoliposomen
gestartet. Statt Fumarat wurde 100 ￿M caged
Fumarat eingesetzt, das aus einer Stamml￿sung
nach zunehmender Anzahl von Laserblitzen ent-
nommen wurde. Mit der Anzahl der Laserblitze
steigt die Konzentration an freigesetztem Fuma-
rat. Dieser Zusammenhang ist hier anhand der
zunehmenden Rate der Menaquinoloxidation bei
A254nm zu sehen.
Zusammenfassend l￿sst sich feststellen, dass ein caged Fumarat f￿r kinetische Messungen
an der QFR synthetisiert worden ist. Die Freisetzung des Substrates ist mit einer Zeitkon-
stante von ≈100￿s etwas langsamer als bei anderen CNB gesch￿tzten Verbindungen. Die
unphotolysierte Substanz ist sehr stabil gegen￿ber Hydrolyse bei neutralem pH. In den
Di￿erenzspektren sowohl im UV/VIS als auch im infraroten Bereich wurden weniger als
5% der Hydrolyseprodukte nach 60min entdeckt. Ihre Eignung in Bezug auf Messungen
an der QFR soll im n￿chsten Abschnitt untersucht werden.
QFR-Aktivit￿t mit photolysiertem caged Fumarat
Ein wesentlicher Aspekt f￿r die Verwendbarkeit des caged Fumarat liegt im inerten Verhal-
ten der unphotolysierten Verbindung gegen￿ber der QFR. Dazu wurde die Aktivit￿t der
QFR in Gegenwart und Abwesenheit der unphotolysierten Substanz bestimmt. Es zeig-
te sich, dass die enzymatische Aktivit￿t mit Fumarat nicht durch die Anwesenheit der
gesch￿tzten Verbindung beeintr￿chtigt wird.
Um die Freisetzung von Fumarat und eine m￿gliche Inhibition durch die Photolysepro-
dukte zu ￿berpr￿fen, werden Enzymassays der QFR (s. Abschnitt 2.1.3 auf S. 26) mit
einer L￿sung von caged Fumarat nach zunehmender Anzahl von Laserblitzen gestartet,
wie in Abbildung 3.23 zu sehen ist. Mit fortschreitender Photolyse steigt auch die gemes-
sene Aktivit￿t aufgrund der h￿heren Fumaratkonzentration. Am Ende des Assays wird
anschlie￿end eine bekannte Menge Fumarat zugegeben, um einen m￿glichen Ein￿uss der
Photolyseprodukte zu beobachten. Die darauf gemessene Aktivit￿t war bei allen Zugaben,
d. h. mit zunehmender Blitzzahl und damit erh￿hter Konzentration an Nebenprodukten
gleich. Eine m￿gliche Beein￿ussung konnte also nicht festgestellt werden.
Zu demselben Ergebnis kommt man auch in einem weiteren gekoppelten enzymatischen
Test, womit die Fumaratfreisetzung ￿berpr￿ft werden kann. Hier wird die Konzentration
des NADH spektrometrisch verfolgt.
Fumarat
Fumarase − − − − − − − − − − − − − − − − → Malat
Malat + NAD+ Malat−Dehydrogenase
− − − − − − − − − − − − − − − − → Oxalacetat + NADH
Oxalacetat + Glutamat
Glutamat−Oxalacetat− − − − − − − − − − − − − − − − − →
Transaminase
Aspartat + α-Ketoglutarat
In beiden enzymatischen Tests zeigt sich die Freisetzung von Fumarat nach Photolyse
bei 308 nm. Sowohl das unphotolysierte Substrat als auch die Nebenprodukte inhibieren
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Abbildung 3.24.: (a) Redox-Di￿erenzspektren der H￿mgruppen der QFR: Gezeigt sind die Di￿erenz-
spektren zum oxidierten Enzym nach verschiedenen Zugaben. Die induzierten spektralen ˜nde-
rungen, die f￿r die α-Bande des Proteins charakteristisch sind ( ∆565−575nm=21,5mM-1·cm-1),
sind vergr￿￿ert (rechte Achse) dargestellt. (b) Aktivit￿tstest von QFR-Proteoliposomen. Bei
Verwendung von Diaphorase wird die Oxidation von NADH verfolgt ( ∆340nm=5,3mM-1·cm-1).
bei den verwendeten Enzymsystemen nicht.
3.2.2. Spektroskopische und elektrometrische Messungen an der QFR
Ziel ist es, das oben beschriebene caged Fumarat f￿r kinetische Messungen an der QFR zu
verwenden. Bisher sind wenige Daten f￿r die einzelnen Reaktionsschritte bekannt, wie etwa
freeze-quench Messungen, die die Reduktion der einzelnen Kofaktoren nach Menaquinol-
zugabe untersuchten (Unden et al., 1984, s.a. Abb. 1.6(c) auf S.15), oder voltammetrische
Reduktionskinetiken (Jeuken et al., 2002; Hudson et al., 2005).
Reduktion mit Dimethylmenaquinol
QFR ben￿tigt zur Fumaratreduktion ein Menaquinol mit niedrigem Standardpotential
(Lemma et al., 1991). Wegen seiner hohen Wasserl￿slichkeit wird Dimethylmenaquinol
(DMNH2, 2,3-Dimethyl-1,4-Naphthoquinol) verwendet. Da reduziertes DMNH 2 in Sau-
ersto￿atmosph￿re nicht stabil ist, wird es meist in situ mit Borhydrid unter anaero-
ben Bedingungen erzeugt (Unden et al., 1980). F￿r elektrometrische Messungen an der
BLM kann dieses Verfahren nicht verwendet werden, da der dabei erzeugte Wassersto￿
zur Zerst￿rung der Membran f￿hrt. Auch Messungen mit der stabileren Te￿onfolie ge-
stalten sich als schwierig. Die Gasblasen streuen das einkommende Laserlicht, was zum
einen zu einer starken Reduktion der e￿ektiven Energie an der Membran und zum an-
deren zu Artefakten an den Elektroden f￿hrt. Eine andere Methode stellt die enzyma-
tische Reduktion von DMN unter Aktivit￿t einer Diaphorase dar (Grivennikova et al.,
1993). DT-Diaphorase (NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktase) katalysiert die Zweielektronen-
Reduktion von verschiedenen Quinonen und Naphthoquinonen mit NADH oder NADPH
(Nicotinamid-Adenindinukleotid(phosphat)) als Elektronenquelle (Ernster et al., 1962; Lind
et al., 1990).
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Abbildung 3.25.: Transiente Absorptionsmessungen an QFR (8 ￿M) in 50mM K-Pi, pH 7,4 nach
verschiedenen Zugaben zum oxidierten Enzym. Es wird der Redox-Zustand der H￿mgruppen bei
562nm verfolgt: Gezeigt sind die Zeitverl￿ufe nach Blitzlichtanregung bei 308nm (12mJ) der
oxidierten QFR (￿), in Gegenwart von 200 ￿M DMN (￿), NADH/DT-Diaphorase (￿, redu-
zierte QFR) und 500 ￿M caged Fumarat (￿). Die Signale werden ￿berlagert von der Absorption
des Aci-Nitro-Intermediates, die sowohl in An- als auch Abwesenheit der QFR ( ￿) zu sehen ist.
In der eingesetzten Gra￿k ist die H￿mreduktion durch Blitzlichtanregung unter den verschiede-
nen Bedingungen der transienten Absorptionsmessung dargestellt: Die Di￿erenzspektren (nach
zehn Blitzen minus vor Blitzen) der Proben verdeutlichen die photochemische Reduktion der
H￿mgruppen (QFR allein ￿, mit DMN ￿). Im Vergleich die durch NADH und Diaphorase
induzierte Reduktion derselben Probe (￿).
In Abbildung 3.24(a) ist die Reduktion der QFR unter der Aktivit￿t des Enzymsystems
dargestellt. Maximal werden 50% der ˜nderungen nach Dithionitzugabe im spektralen
Bereich der H￿mgruppen erreicht. Dieses Ergebnis stimmt mit den bisherigen Beobachtun-
gen nach Zugabe von Menaquinol (Unden et al., 1980; Unden and Kr￿ger, 1981) und den
apparenten Mittelpunktpotentialen der H￿mgruppen (E0
bh = −9mV und E0
bl = −154mV,
Lancaster et al., 2000) ￿berein. Reduzierte QFR ist in Anwesenheit von Sauersto￿ nicht
stabil (Daten nicht gezeigt). Auch unter st￿ndiger Erneuerung des Quinolpools durch die
Diaphorase und 1mM NADH sinkt der Reduktionsgrad innerhalb von Minuten, was wei-
terhin Arbeiten unter anaeroben Bedingungen notwendig macht.
Die charakteristische H￿msignatur im sichtbaren Bereich erm￿glicht das zeitliche Ver-
folgen von Redoxvorg￿ngen nach Photolyse von caged Fumarat. Anregung bei 308nm
643.2. Die Quinol-Fumarat Reduktase
f￿hrt jedoch zu unspezi￿schen Elektronenbewegungen bei Anwesenheit der QFR und DMN
(Abb.3.25). In den Di￿erenzspektren der Proben (nach minus vor dem Blitzen) ist die Re-
duktion der H￿mgruppen deutlich zu sehen. Die Elektronenquelle dieser photochemischen
Reaktion ist unklar, die Anwesenheit von DMN erleichtert die H￿mreduktion. Es ist jedoch
von H￿mproteinen (Gu et al., 1993; Matysik et al., 2000) und einfachen quinonhaltigen Sys-
temen (Coutts and Paterson, 1986; Cape et al., 2005) bekannt, dass es unter Lichtein￿uss
zu Redoxprozessen der chromophoren Gruppen kommt. Weiterhin sind zus￿tzliche Elek-
tronenbewegungen durch Fumaratfreisetzung nicht zu erkennen, da der Hintergrund durch
das Aci-Nitro-Intermediat zu hoch ist: In den Proben mit und ohne QFR gibt es bei 562nm
keine Unterschiede. Die Transiente f￿llt mit der charakteristischen Zeitkonstante f￿r den
Zerfall des Intermediates ab (s. Abb. 3.25).
Ein ￿hnliches Bild wie bei den spektroskopischen Messungen entwickelt sich ebenfalls
bei den elektrometrischen Versuchen. Die Artefakte aufgrund der Blitzlichtanregung bei
308nm gestalten sich als zu gro￿, um die Daten nach Photolyse von caged Fumarat ver-
l￿sslich und eindeutig interpretieren zu k￿nnen. In Anwesenheit von DMN entstehen an
der Membran enorm gro￿e Spannungen (s. Abb. 3.26(a)), 3-5× gr￿￿er als die mit der COX
gemessenen Signale. Der Ein￿uss der Fumaratfreisetzung auf die Signalamplitude ist, wenn
vorhanden, vergleichbar mit den Schwankungen zwischen zwei Blitzen. Auch die erhaltenen
Kinetiken sind davon nicht beein￿usst. Um die gro￿en Artefakte an der BLM zu vermei-
den, wurden verschiedene Wege eingeschlagen. ˜nderung der Wellenl￿nge des anregenden
Lichtes reduzierte bei Wahl einer l￿ngeren Wellenl￿nge zwar die Artefaktgr￿￿e, allerdings
wird hierbei auch die E￿zienz der Photolyse von caged Fumarat herabgesetzt: Man erh￿lt
die gleichen Signale wie bei 308nm, nur kleiner skaliert. Da DMN einen wesentlichen Fak-
tor bei dieser Nebenreaktion darstellte, sollte dessen Konzentration durch Inkorporierung
von Naphthoquinonen in den Proteoliposomen selbst gesenkt werden. Tats￿chlich l￿sst
sich eine aktive QFR mit Vitamin K1 zusammen in Liposomen einbauen und mit dem
NADH/Diaphorase-System reduzieren (Daten nicht gezeigt). Doch selbst in diesem Sys-
tem sind die Artefakte bei den elektrometrischen Messungen noch zu gro￿, um kinetische
Daten durch einen Fumaratsprung erhalten zu k￿nnen (Abb. 3.26(b)).
Reduktion mit Dithionit
Die QFR l￿sst sich auch durch nicht physiologische Substrate reduzieren. Dadurch kann
das Problem der durch Quinon hervorgerufenen Artefakte vermieden werden. Vollst￿ndige
Reduktion wird durch Zugabe des starken Reduktionsmittels Dithionit erreicht. Vom re-
duzierten Zustand des Enzyms ausgehend soll die Oxidation der Kofaktoren nach einem
Fumaratsprung spektroskopisch und elektrometrisch untersucht werden.
Wie in Abbildung 3.27(a) zu erkennen ist, l￿sst sich der Elektronentransfer auf die H￿m-
gruppen durch vollst￿ndige Reduktion unterdr￿cken. Dadurch wird die These der photo-
chemischen Reduktion mit DMN als Mediator weiter unterst￿tzt. Ausgehend vom voll-
st￿ndig reduzierten Enzym konnten jedoch keine Oxidationsprozesse nach Photolyse von
caged Fumarat beobachtet werden (nicht gezeigt). Wie in den Messungen mit dem DMNH 2
reduzierten Enzym (Abb. 3.25) waren die transienten Signales der Aci-Nitro-Intermediates
zu gro￿, um im Spektralbereich der H￿mgruppen diese zeitlich verfolgen zu k￿nnen.
Durch die Reduktion mit Dithionit wird die unspezi￿sche Reduktion der H￿me unter-
bunden, in den elektrometrischen Messungen sind dennoch noch immer gro￿e Artefakte zu
sehen (Abb. 3.27(b)). Die Anwesenheit von caged Fumarat hat auf die Signalform, dessen
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Abbildung 3.26.: Elektrometrische Messungen mit der QFR mit DMN (a) oder Vitamin K1 (b)
als Substrat. Die Kurven zeigen die bei Blitzlichtanregung bei 308nm erhaltenen Signale unter
verschiedenen Bedingungen.
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(b) Elektrometrische Messungen
Abbildung 3.27.: (a) Absorptionsmessungen bei 562nm. In der oxiderten (￿) und der teilweise durch
Succinat reduzierten (￿) QFR ￿ndet noch Reduktion der H￿mgruppen statt im Gegensatz
zur vollst￿ndig reduzierten QFR (￿). (b) Vergleich der elektrometrischen Messungen an mit
Dithionit reduzierter QFR vor und nach caged Fumaratzugabe.
663.2. Die Quinol-Fumarat Reduktase
Amplitude und Zeitverlauf keinen Ein￿uss. Entweder ist eine m￿gliche elektrogene Bewe-
gung ungleich kleiner in ihrer Amplitude gegen￿ber dem unspezi￿schen Artefakt, oder der
Anteil an freigesetztem Fumarat wird durch die hohe Absorption von Dithionit im ultravio-
letten Bereich so stark gemindert, dass die freigesetzten Fumaratkonzentrationen zu gering
sind, um die QFR schnell zu aktivieren. Die Variation der Dithionitkonzentration ist dabei
sehr sensibel, da es kaum m￿glich ist, die genaue Dithionitkonzentration ￿ber einen Zeit-
raum von Minuten konstant zu halten (Burleigh et al., 1969; Lambeth and Palmer, 1973):
So ￿ndert sich das Signal auch in Abwesenheit von Sauersto￿ zwischen einzelnen Blitzen
betr￿chtlich, eine erneute Zugabe von Dithionit f￿hrt jedoch wieder zu dem hier gezeigten
Ausgangssignal, das daher der vollst￿ndig reduzierten QFR zugeordnet wird.
Im Ergebnis bleibt festzustellen, dass die Versuche mit dem caged Fumarat als aktivieren-
des Substrat nicht durchgef￿hrt werden konnten. Ausschlaggebend war die Photochemie
der verschiedenen Substanzen, die unter f￿r die QFR aktivierenden Bedingungen zuge-
setzt werden mussten. Zwar lie￿ sich diese durch eine Anregungswellenl￿nge von 450nm
vermeiden, hier erfolgte jedoch auch keine Substratfreisetzung. Als chromophore Gruppen
kommen insbesondere die verwendeten Naphthoquinone, DMN und Vitamin K 1, sowie
das kovalent gebundene Flavinadenindinukleotid (FAD), bzw. die Eisen-Schwefel-Cluster
der QFR in Betracht. Beide bilden e￿zient den Tripletzustand, von dem aus Redoxreak-
tionen statt￿nden (Balakrishnan et al., 1996; Balakrishnan and Umapathy, 1999; Tollin,
1995). Um interne Protonenbewegung in der QFR eventuell detektieren zu k￿nnen, wurden
auch Messungen an der SSM (solid supported membrane, Pintschovius and Fendler, 1999)
durchgef￿hrt, bei der der Substratsprung durch Mischen und nicht durch Photolyse erfolgt.
Dabei konnten keine QFR spezi￿schen Signale entdeckt werden. Aufgrund der geringeren
Zeitau￿￿sung und der Elektroneutralit￿t der von der QFR katalysierten Gesamtreaktion
kann dieses negative Ergebnis die ￿E-Weg￿-Hypothese nicht ausschlie￿en.
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3.3. Der bc1-Komplex
F￿r den bc1-Komplex ergibt sich eine ￿hnliche Fragestellung und Vorgehensweise wie f￿r die
Quinol-Fumarat Reduktase: Zun￿chst muss eine schnelle Aktivierung etabliert werden, um
kinetische Messungen, seien es spektroskopische oder elektrometrische an der BLM, durch-
f￿hren zu k￿nnen. Abbildung 3.28 fasst die elektrogenen Protonenbewegungen zusammen.
Wie in Abschnitt 1.4.3 auf S. 21 erl￿utert, ist bisher unklar, wodurch die Protonenbewe-
gungen limitiert sind: in der Di￿usion der Substrate oder einer mechanistischen Kontrolle.
Dieses l￿sst sich durch eine schnelle Aktivierung mittels organometallischer Ruthenium-
verbindungen umgehen, die bei Anregung zur Photoreduktion oder Photooxidation des
bc1-Komplexes f￿hren. Die strukturellen Einblicke, gepaart mit der Zug￿nglichkeit von He-
femutanten in den Protonenwegen erlauben eine gezielte kinetische Studie am bc1-Komplex,
weshalb hier ein System f￿r elektrometrische Messungen etabliert werden soll.
Cytochrom c Oxidase und bc1-Komplex besitzen beide eine Cytochrom c Bindungsstelle,
an die positiv geladene Rutheniumkomplexe binden k￿nnen. F￿r den bc1-Komplex sind bis-
her noch keine elektrometrischen Messungen an der BLM durchgef￿hrt worden, die durch
eine schnelle Photooxidation oder -reduktion durch einen angeregten Rutheniumkomplex
gestartet worden sind. Voraussetzung ist jedoch zun￿chst die Synthese der in der Literatur
verwendeten Rutheniumkomplexe, um zeitaufgel￿st Elektronen- und Protonenbewegungen
im bc1-Komplex beobachten zu k￿nnen (siehe Abb.3.28). Sadoski et al. (2000) erw￿hnte
eine f￿nf Mal h￿here E￿zienz der Elektronen￿bertragung im Vergleich zum k￿u￿ichen
Rubpy bei Verwendung eines dimeren Rutheniumkomplexes, Bis-[(2,2’)-Bipyridyl-(2,2’-
4’,4￿-2￿,2￿’)-Quaterpyridin-Ruthenium-(II)]-Tetrahexa￿uorophosphat (Ru 2Q). Ebenso ist
von derselben Gruppe die Verwendung eines Cytochrom c beschrieben worden, das mit ei-
nem Bisbipyrazin-Bipyridin ligierten Rutheniumkomplex kovalent verkn￿pft wurde. Dieser
ist insbesondere f￿r Photooxidationsstudien interessant (Engstrom et al., 2003).
3.3.1. Synthese und Charakterisierung von Ru 2Q
Synthese von Ru2Q
Die Synthese verl￿uft nach dem Reaktionsschema in Abbildung 3.29, wobei die genaue
Synthesevorschrift im Anhang beschrieben ist (siehe Anhang A.2 auf S.156).
Die Chlorierung von 1-Bipyridinoxid 1 verl￿uft heftig und f￿hrt zu dem Isomerengemisch
aus 4- und 6-Chlorobipyridin. Dieses l￿sst sich aufgrund der unterschiedlichen A￿nit￿ten
der beiden Isomere zur Komplexierung von Nickelionen auftrennen. Das 4-Chlorobipyridin
2 verbleibt bei Nickel(II)-Zugabe in w￿ssriger L￿sung und wird nach Abtrennung des zwei-
ten Isomers mit Cyanid freigesetzt. Anschlie￿end erfolgt der wichtigste Reaktionsschritt
in der Synthese. Je zwei 4-Chlorobipyridinmolek￿le werden ￿ber eine reduktive Kopplung
miteinander zu dem vierz￿hnigen Quaterpyridin 3 verbunden. Hierbei wird der Kataly-
sator, der aktivierte Nickelkomplex, in situ erzeugt (Iyoda et al., 1990). Die Bildung des
dimeren Rutheniumkomplexes 5 verl￿uft danach ￿ber eine stufenweise Komplexierung 4
von Rutheniumtrichlorid.
Das 1H-NMR Spektrum von Quaterpyridin (Abb.3.30(a)) stimmt mit den berichteten
Daten ￿berein (Downard et al., 1991). Deutlich ist die Entschirmung der Protonen am
Pyridin zu erkennen, das mit dem zweiten Bipyridin verbunden ist. Diese entsteht durch
die Ausweitung des π-Elektronensystems und ist somit ein Indikator f￿r den aromatischen
683.3. Der bc1-Komplex
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Abbildung 3.28.: Protonentransferwege im bc1-Komplex: In der Gesamtansicht sind die
elektrogenen Protonenbewegungen mit roten Pfeilen, der elektroneutrale Elektronen-
transfer zwischen H￿m bL und bH mit einem blauen Pfeil und der m￿glicherweise
elektrogene Elektronentransfer zum c1 durch die gr￿ne Umrandung angedeutet. Im
P-Zentrum sind die prim￿ren Elektronenakzeptoren His180, ein Ligand des Eisen-
Schwefel-Zentrums, und Glu272 gezeigt, wie sie zu Stigmatellin Wassersto￿br￿cken-
bindungen eingehen. Glu272 wurde in zwei Konformationen beobachtet: Rot ist die Sei-
tenkettenkonformation bei Bindung des Quinolanalogons Stigmatellin ( Hunte et al.,
2000) und gr￿n bei Bindung des Semiquinonanalogons HHDBT ( Palsdottir et al.,
2003). Diese Rotation ￿￿net den Protonentransferweg, der mit dem gepunkteten Pfeil
angedeutet ist.
Im N-Zentrum sieht man sieht nat￿rliche Substrat UQ-6 und das fest gebundene Car-
diolipin (CL). Die beiden Protonenwege ￿￿nen sich ausgehend von den gebundenen
Wassermolek￿len (rote Punkte) zu beiden Seiten des UQ-6.
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Abbildung 3.29.: Synthesestrategie f￿r Ru2Q. F￿r Details siehe Text.
Charakter des Quaterpyridins. Das elektronische Absorptionsspektrum zeigt eine Rotver-
schiebung im Vergleich zu Rubpy beim energetisch niedrigsten ￿bergang, einem metal to
ligand charge transfer (MLCT) ￿bergang. Die geringere Energie dieses ￿bergangs wur-
de als Indiz f￿r eine schwache Wechselwirkung zwischen den beiden Rutheniumatomen in
Ru2Q aufgrund der elektronischen Kopplung durch den vierz￿hnigen Liganden interpre-
tiert. Im Vergleich hierzu ist der π − π∗ ￿bergang bei 280 nm nicht beein￿u￿t.
Photoreduktion der COX durch Ru2Q
Als funktionelle ￿berpr￿fung wird die Photoreduktion der COX durch Belichtung in Ge-
genwart von Ru2Q durchgef￿hrt. In Abbildung 3.31 sind sowohl die spektroskopischen als
auch die elektrometrischen Messungen zu sehen.
Die Verwendung von Ru2Q in transienten Absorptionsmessungen ist auch f￿r die COX
schon in der Literatur beschrieben worden (Zaslavsky et al., 1998). Im Vergleich zum ge-
w￿hnlich verwendeten Rubpy sind keine Unterschiede in der Kinetik des Elektronen- und
Protonentransfers bei den hier gezeigten elektrometrischen Messungen festzustellen. Die
Protonenphase l￿sst sich wie gewohnt mit Cyanid unterbinden, die Elektronenphase durch
Erh￿hung der Ionenst￿rke, wodurch die elektrostatische Bindung des Rutheniumkomplexes
an der Cytochrom c Bindungsstelle abgeschw￿cht wird. Aus der Konzentrationsabh￿ngig-
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(b) Absorptions- und Emissionsspektren
Abbildung 3.30.: Synthese von Quaterpyridin und Ru 2Q : Charakterisierung der Produkte durch
spektroskopische Methoden. In (a) ist das 250MHz 1H-NMR Spektrum von Quaterpyridin in
CDCl3, sowie die Zuordnung der einzelnen Protonensignale und die Integration der Signalin-
tensit￿ten zu sehen. Die Absorptions- und Emissionsspektren von Ru 2Q und Rubpy in 50mM
K-Pi, pH 7,4, sind in (b) gezeigt. Die Emissionsspektren (gestrichelte Linien) sind bei einer
Anregungswellenl￿nge von 450nm aufgenommen worden.
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(a) Elektrometrische Messungen an der COX
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Abbildung 3.31.: Photoreduktion von COX durch Ru 2Q: In den elektrometrischen Messungen in
(a) ist der O→E-￿bergang (￿) mit Ru2Q als Elektronendonor gezeigt, sowie die funktionale
Inhibition durch Cyanid (￿) und die Unterdr￿ckung der Bindung von Ru 2Q an die COX durch
Zugabe von 200mM KCl (￿). Die kleine Graphik zeigt die Konzentrationsabh￿ngigkeit von der
Ru2Q Konzentration. (b) Di￿erenzspektrum nach minus vor Blitzlichtanregung von 4 ￿M COX
und 20￿M Ru2Q. Die ausgew￿hlten Wellenl￿ngen zeigen die Reduktion von H￿m a.
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Abbildung 3.32.: Synthesestrategie f￿r Ru(bpz) 2dmbpy (Details s. Text; dmbpy ￿ Dime-
tyhlbipyridin 1; bpz ￿ Bipyrazin 6).
keit der Gesamtamplitude l￿sst sich die Bindungskonstante von ≈10￿M absch￿tzen (siehe
eingef￿gte Graphik in Abb. 3.31(a)), was etwas geringer als der Literaturwert von 25 ￿M
ist. Die erfolgreiche Photoreduktion kann ebenfalls am Di￿erenzspektrum einer Oxidase-
probe nach 20 Laserblitzen beobachtet werden (siehe Abb. 3.31(b)). Neben der H￿m a
Reduktion f￿llt noch ein leichtes Ausbleichen von Ru2Q im Wellenl￿ngenbereich zwischen
520 nm bis 470 nm auf, wie ein Vergleich mit dem Absorptionsspektrum nahe legt (s. Abb.
3.30(b)).
3.3.2. Synthese von Ru(bpz)2dmbpy und Verkn￿pfung mit Cytochrom c
Synthese von Ru(bpz)2dmbpy
Ru(bpz)2dmbpy ist die aktivierte Vorstufe f￿r die Kopplung mit Cytochrom c. Die Beson-
derheit liegt in den zwei Bipyrazinmolek￿len, die als vier der sechs Liganden des zentralen
Rutheniumatom fungieren. Die Anwesenheit von Bipyrazin erh￿ht die Oxidationsst￿rke
des angeregten Rutheniumkomplexes betr￿chtlich im Vergleich zum Trisbipyridinkomplex
(1,22V gegen￿ber 0,79V,][]engstrom2003-2816, und somit eignet er sich besonders f￿r Pho-
tooxidationsstudien.
Das Syntheseschema ist in Abb. 3.32 gezeigt. Die genauen Syntheseschritte ￿nden sich im
Anhang (A.3) auf S. 158. In den ersten Schritten wird die Seitenkette des Bipyridinligan-
den so modi￿ziert, dass die Methylseitenkette von Dimethylbipyridin 1 nach Oxidation mit
Selendioxid zum Aldehyd 2 und anschlie￿ender Reduktion zum Alkohol 3 funktionalisiert
vorliegt. Bipyrazin 6 entsteht in einer Pyrolyse des Kupfer(II)-Salzes von Pyrazincarbon-
s￿ure 5. Der sechsfach koordinierte organometallische Rutheniumkomplex 7 entsteht in
schrittweiser Zugabe der Liganden. Zuletzt wird die Seitenkette bromiert, um die Nukleo-
philit￿t zu erh￿hen, und man gelangt zum gew￿nschten Produkt 8.
723.3. Der bc1-Komplex
Abbildung 3.33.: Bindung von Rubpz-H39C-
Cc an den bc1-Komplex: Der Ruthenium-
komplex (sticks) ist ￿ber H39C an Cy-
tochrom c (blau) an der gegen￿berliegen-
den Seite der Bindungsstelle f￿r den bc1-
Komplex (rot) gekoppelt (Lange and Hunte,
2002). Die Distanz von 9,4 ¯ zwischen den
beiden H￿mgruppen (gr￿n) von Cytochrom
c1 und Cytochrom c (schwarze Linie) er-
m￿glicht einen schnellen Elektronentransfer
durch Photooxidation von Ru(bpz) 2dmbpy .
Kopplung von Ru(bpz)2dmbpy mit Cytochrom c
Zur selektiven Kopplung mit Cytochrom c aus Hefe m￿ssen zwei Mutationen durchge-
f￿hrt werden: Eine entfernt das native Cystein, w￿hrend die andere eine Kopplungsstel-
le distal zur Bindungsstelle am bc1-Komplex einf￿hrt (Geren et al., 1995; Wang et al.,
1996). Dadurch wird der Elektronentransfer zwischen dem bc1-Komplex und dem mit
Ru(bpz)2dmbpy gekoppelten Cytochrom c (Rubpz-H39C-Cc) nicht behindert (siehe Ab-
bildung 3.33). Die Mutante H39C;C102T Cytochrom c wurde von Dr. Tina Wenz (MPI
f￿r Biophysik) hergestellt und isoliert.
Anregung des gebundenen Rutheniumkomplexes f￿hrt zur schnellen Photooxidation. Die
entsprechenden spektroskopischen Messungen sind in Abb. 3.34 gezeigt. In den transienten
Messungen ist die Oxidation von Cytochrom c an der Abnahme der Absorption bei 550 nm
zu beobachten. Die schnelle Phase ist zeitlich nicht vollst￿ndig aufgel￿st aufgrund der star-
ken Lumineszenz des Ru(bpz)2dmbpy . Im Di￿erenzspektrum hingegen ist der oxidierende
Ein￿uss auf den Reduktionsgrad des mit Ascorbat reduzierten Cytochrom c deutlicher zu
erkennen. Nach 25 Blitzen sind hier die spektralen Signaturen des reduzierten Cytochrom
c im Di￿erenzspektrum ausgepr￿gt, insbesondere die Minima der α- und β-Bande bei 520
und 550nm.
3.3.3. Photooxidation und Photoreduktion des bc 1-Komplexes
Reduktionsgrad des bc1-Komplexes in Proteoliposomen
Das letztliche Ziel f￿r dieses Teilprojekt sind die elektrometrischen Messungen am bc1-
Komplex durch Anregung der oben beschriebenen Rutheniumkomplexe. F￿r die Interpre-
tation m￿glicher Signale ist es unerl￿sslich, den Reduktionsgrad des bc1-Komplex unter
denselben Bedingungen wie an der BLM zu bestimmen. Neben den Normalpotentialen der
metallischen Kofaktoren im bc1-Komplex spielen noch die lipidische Umgebung der Proteo-
liposomen, die verwendeten Reduktionsmittel (Quinole) und deren Zug￿nglichkeit zu den
Quinolbindungsstellen bei Messungen in der BLM-K￿vette eine entscheidende Rolle.
Rekonstitution F￿r die Rekonstitution in Proteoliposomen wurde ein abgewandeltes Pro-
tokoll der Cytochrom c Oxidase verwendet (Leung and Hinkle, 1975). Der bc1-Komplex
kann mit einer Reihe verschiedener Lipidmischungen funktional rekonstituiert werden. Es
wurden f￿r die elektrometrischen Messungen Lipide aus E. coli und eine Kombination
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Abbildung 3.34.: Photooxidation von Rubpz-H39C-Cc : (a) Transiente Absorptionsmessungen bei
550nm nach Anregung durch einen Laserpuls bei 450nm (2mJ). (b) Absolut- und Di￿erenz-
spektren derselben Probe wie in (a) vor und nach 25 Blitzen. Bedingungen: 50 mM K-P i, pH
7,4; 10￿M Rubpz-H39C-Cc ; 25 ￿M Ascorbat.
aus synthetischen Lipiden (DOPE/DOPC/Cardiolipin, 4:1:0,07 [n/n]) verwendet. Der bc1-
Komplex wurde dabei zu mehr als 80 % mit der Cytochrom c-Bindungsstelle nach au￿en
(right side out) in die Liposomen eingebaut, wie anhand der Cytochrom c1 Reduktion in
Ab- und Anwesenheit von Detergens bestimmt wurde (Daten nicht gezeigt). Die Cyto-
chrom c-Reduktase-Aktivit￿t der Proteoliposomen bewegte sich im Rahmen von 80-140
Elektronen pro Sekunde und war sensitiv gegen￿ber Entkopplern, wobei die Steigerung
der Cytochromreduktionsrate ≈ 2 bei Zugabe von Protonophoren betrug. Interessant ist
die hohe nichtenzymatische Reduktionsrate von Cytochrom c durch DBH2 in Anwesenheit
von E.coli Lipiden, die in Messungen mit leeren Liposomen bis zu 20 % der durch den
bc1-Komplex katalysierten Reaktion ausmacht und auch schon zuvor beobachtet worden
ist (Rich and Bendall, 1979; Rich and Clarke, 1982). Damit einher geht auch die Beobach-
tung, dass Cytochrom c1 des bc1-Komplexes im Laufe der Rekonstitution reduziert wird.
In verschiedenen Ans￿tzen konnte 20-50 % des Gesamtcytochrom c1 durch Ferricyanid
reoxidiert werden (Abb. 3.35). Die Elektronenquelle f￿r diese Nebenreaktionen bleibt un-
klar. W￿hrend f￿r die nichtenzymatische Reaktion ein positiver E￿ekt durch Anwesenheit
einer lipidischen Phase mit einer e￿ektiven Konzentrationserh￿hung des Decylubiquinols
(DBH2) erkl￿rt werden kann, hat dieses Argument f￿r die Cytochrom c1 Reduktion kei-
ne G￿ltigkeit. Reduktions￿quivalente k￿nnen aufgrund von peroxidativen Nebenreaktionen
der Lipide entstehen oder in den Lipidpr￿parationen noch vorhanden sein, wie z.B. Quinole
oder andere lipophile Substanzen. Tats￿chlich ist diese endogene Cytochrom c1 Reduktion
in Proteoliposomen aus E.coli Lipid ausgepr￿gter als in den reineren synthetischen Lipid-
mischungen. Dies mag im Vergleich zur COX erstaunen, die f￿r diese Art der Reduktion
nicht suszeptibel ist. Doch greift hier der oxidierende Ein￿uss von molekularem Sauersto￿
als Substrat der COX viel st￿rker als beim bc1-Komplex .
Redox-Di￿erenzspektren In Abbildung 3.35 kann der Ein￿uss verschiedener Substrate
auf die Redox-Di￿erenzspektren beobachtet werden. F￿r die elektrometrischen Messungen
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(b) Reduktion des bc1-Komplex durch Vitamin K 3
Abbildung 3.35.: Proteoliposomen mit bc1-Komplex: In (a) ist die Reoxidation der Proteolipo-
somen durch Ferricyanid zu beobachten. Insgesamt werden 44 % an Cytochrom c1 bei An-
wendung eines Extinktionskoe￿zienten von ∆553−559nm = 18,8mM
−1 · cm−1 (Siedow et al.,
1978; Yu et al., 1972) reoxidiert, gemessen am Ascorbat minus Ferricyanid induzierten Redox-
Di￿erenzspektrum. Nach Inkubation mit 40 ￿M DBH2 erh￿ht sich die Ausbeute auf 67 %. Die
Redox-Di￿erenzspektren aller H￿mkomponenten sind nach Dithionitzugabe zu beobachten. Die
H￿m b-Reduktion kann mit ∆563−578nm = 28,5mM
−1 · cm−1 aus dem Dithionit minus Ascor-
bat berechneten Di￿erenzspektrum ermittelt werden ( Siedow et al., 1978; Berden and Slater,
1970). Bei Verwendung von Menadion (Vit K 3, 2-Methyl-1,4-Naphthoquinon) l￿sst sich der An-
teil an reduziertem Cytochrom b auf 65% erh￿hen (Abb.(b); s. Text).
ist es wichtig, Auskunft ￿ber den Redoxzustand der einzelnen Kofaktoren zu besitzen, um
entsprechend der Durchf￿hrung von Photooxidations- bzw. Photoreduktionsexperimenten
die Ausbeute an einzelnen Zust￿nden durch Zugabe von Redoxpu￿ern zu erh￿hen. F￿r
Photoreduktionsexperimente f￿hrt die Zugabe von Ferricyanid zu einem oxidierten Cyto-
chrom c1. Schwieriger gestaltet sich hingegen die Einstellung des Ausgangszustandes f￿r
Photooxidationsmessungen: Um eine gro￿e Population in den kinetischen Messungen zu
oxidieren, sollte das Quinolsubstrat einen hohen Prozentsatz der H￿me reduzieren. Die
Anwesenheit von DBH2 reduziert zwei Drittel an Cytochrom c1, zeigt jedoch nur eine
geringe Wirkung auf die b-H￿me.
Reduktion mit Menadion Die Ausbeute an reduziertem H￿m b l￿sst sich durch Verwen-
dung eines Quinols mit h￿herem Reduktionspotential steigern. Naphthoquinone wie Mena-
dion besitzen im Vergleich zu Ubiquinolen wie DBH2 ein Normalpotential von E
0
0 = 0mV
(Rich and Bendall, 1979) gegen￿ber E
0
0 = 90mV (Snyder and Trumpower, 1998; Rich,
1984). Dadurch lassen sich zwei Drittel des H￿m b Pools reduzieren (s. Abb. 3.35 b). Das
Arbeiten mit Menadion richtet sich nach den Protokollen f￿r die QFR und ihrer Reduktion
durch Menaquinon (s. Abschnitt 3.2.2 auf S. 63). Dabei wird das Menadion in situ durch
die Aktivit￿t der DT-Diaphorase und NADH reduziert. In Bezug auf den bc1-Komplex kann
die Reduktion der H￿me auch in Gegenwart von Sauersto￿ durchgef￿hrt werden, obwohl
diese Zust￿nde nicht stabil sind und im Zeitraum von Minuten reoxidieren. Das Arbeiten
unter anaeroben Bedingungen erh￿ht deutlich die Lebenszeit der reduzierten H￿me und
des reduzierten Menadions. Statt Menadion lassen sich auch andere Naphthoquinonderiva-
753. Ergebnisse
2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0
- 0 , 0 5
0 , 0 0
0 , 0 5
0 , 1 0
0 , 1 5
0 , 2 0
0 , 2 5
D
A
 l /


	


(a) Inkubation von DBH 2
2 4 0 2 8 0 3 2 0 3 6 0 4 0 0
0 , 0 0
0 , 2 5
0 , 5 0
0 , 7 5
1 , 0 0
D
A
 l /



	

B L M 
	

B L M 
(b) Inkubation von Menadion
Abbildung 3.36.: Je 40￿M von DBH2 oder Menadion werden unter Standardbedingungen in einer
BLM-K￿vette aus PTFE inkubiert. In (a) wird dieselbe quinolhaltige Stamml￿sung einmal in
einer BLM-K￿vette und zum Vergleich in einer Quarzk￿vette inkubiert. Die Absolutspektren
sind dargestellt. (b) Es sind die Absorptionsspektren von Menadion nach verschiedenen Inkuba-
tionsdauern in der BLM-K￿vette abgebildet.
te verwenden. Ein ￿hnliches Resultat in Bezug auf die Reduktion des bc1-Komplexes wurde
auch mit DMNH2 erzielt und ist auch schon ￿fters in der Literatur beschrieben worden
(Snyder and Trumpower, 1998; Covian and Trumpower, 2005). Eine weitere M￿glichkeit
ist die Verwendung von hydrophoben Quinolen wie Phylloquinon (Vitamin K 1), die schon
w￿hrend der Rekonstitution anwesend sind und ebenfalls in situ reduziert werden. Dieses
Experiment wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch noch nicht durchgef￿hrt.
Adsorption von Quinolen an der BLM-K￿vette
Die BLM-K￿vette wird aus Te￿onﬁ (PTFE, Polytetra￿uorethylen) gefertigt. PTFE be-
sitzt eine hohe Hydrophobizit￿t und zeigt daher Adsorptionsverhalten gegen￿ber hydro-
phoben Substanzen, darunter auch solche biologischen Ursprungs (siehe z. B. Levesque
et al., 2002; Lumsdon et al., 2005). Diese Eigenschaft ist f￿r die Stabilit￿t der BLM zwar
von Vorteil, f￿hrt nun aber bei Arbeiten mit stark hydrophoben Substanzen zu Proble-
men bei der Kontrolle der Bedingungen in der K￿vette. Bez￿glich des bc1-Komplexes stellt
sich die Frage der Verf￿gbarkeit seines Substrates DBH 2 in den elektrometrischen Messun-
gen. DBH2 besitzt in seiner reduzierten Form sehr gro￿e Verteilungskoe￿zienten in einem
Octanol/Wasser oder Cyclohexan/Wasser System, die jeweils ￿ber 1000 liegen ( Rich and
Harper, 1990). Dagegen liegen diese f￿r Menadion ein bis zwei Gr￿￿enordnungen darunter.
In Abb. 3.36 kann der Verlauf der Adsorption von DBH2 und Menadion an der BLM-
K￿vette entnommen werden. Im Gegensatz zu Menadion, das kaum einen Konzentrations-
verlust im Zeitraum von 40 min aufweist, sinkt die Konzentration von DBH 2 signi￿kant.
Die Verteilung von DBH2 zwischen den Proteoliposomen und der BLM-K￿vette w￿hrend
einer Anlagerung an die BLM l￿sst sich leider nur schwer absch￿tzen. Es l￿sst sich zwar
eine Reduktion des bc1-Komplexes in Proteoliposomen durch DBH2 ausmachen, wenn die
Inkubation in der BLM-K￿vette durchgef￿hrt wird (Daten nicht gezeigt), doch muss die
Konzentration an bc1-Komplex und damit an Proteoliposomen in den spektroskopischen
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Messungen 50fach h￿her liegen im Vergleich zu den elektrometrischen Messungen, um die
Reduktion in den Di￿erenzspektren erkennen zu k￿nnen. Aufgrund der Adsorption an die
BLM-K￿vette bleibt festzustellen, dass die e￿ektive Konzentration an DBH 2 schwer zu
kontrollieren ist, jedoch ein wichtiger Faktor, um von einem de￿nierten Zustand aus die
elektrometrischen Reaktionen starten zu k￿nnen. Hierf￿r b￿ten sich einige Strategien an,
die bisher noch nicht weiter untersucht worden sind:
￿ Wie in Abbildung 3.36 gezeigt, lie￿en sich k￿rzerkettige und damit hydrophilere Qui-
nole verwenden. Allerdings steigert dies die Gefahr der unspezi￿schen Bindung an
den bc1-Komplex, da die Aktivit￿t mit zunehmender Seitenkettenl￿nge steigt und f￿r
Decylubiquinol ein Maximum aufweist (Rich and Harper, 1990). Damit einhergehend
ist in der Kristallstruktur mit Stigmatellin in der Qo-Bindungsstelle eine ausgepr￿g-
te hydrophobe Bindungstasche f￿r die Alkylseitenkette des Stigmatellins zu sehen
(Hunte et al., 2000).
￿ Mit Hilfe des NADH/Diaphorase-Systems lie￿e sich die Reduktion von einer gan-
zen Reihe von Quinonen und Naphthoquinonen auch in situ durchf￿hren. Hierdurch
l￿sst sich wie f￿r Menadion gezeigt das Potential durch Verwendung verschiedener
Substrate leicht ver￿ndern.
￿ Die langkettigen Quinole werden vor der Anlagerung an die BLM oder schon w￿hrend
der Rekonstitution beigef￿gt, wie es sich auch f￿r Phylloquinon bei der QFR bew￿hrt
hat (siehe Abschnitt 3.2.2 auf S. 65). DBH2 ist bei pH 7 nicht stabil und untergeht
eine langsame Autoxidation, die durch die Anwesenheit des bc1-Komplex noch be-
schleunigt wird. Daher muss bei dieser Vorgehensweise die Reduktion der Quinole auf
andere Art gew￿hrleistet sein, entweder durch die Diaphorase oder durch geeignete
Redoxmediatoren wie 2,3-Dimethoxy-1,4-benzoquinol.
Elektrometrische Messungen
Allen elektrometrischen Messungen muss vorangestellt werden, dass es sich um vorl￿u￿ge
Resultate handelt. Dennoch sollen die Ergebnisse hier als Diskussionsgrundlage Nieder-
schlag ￿nden, insbesondere um vorhandene Schwierigkeiten zu beleuchten und experimen-
telle Strategien aufzuzeigen.
Photoreduktion In Photoreduktionsexperimenten werden ￿hnlich der Oxidasemessungen
beim O→E-￿bergang Proteoliposomen mit bc1-Komplex unter aeroben und oxidierenden
Bedingungen an der BLM angelagert. Blitzlichtanregung f￿hrt zu einem schnellen, positi-
ven Potential ￿ber der Membran (s. Abb. 3.37(a)). Dieses entspricht einem Einw￿rtsstrom
von Elektronen oder einem Ausw￿rtsstrom von Protonen. Bei Kontrollmessungen mit lee-
ren Liposomen ist dieses Signal nicht zu erkennen, statt dessen nur ein sehr schneller
Artefakt (≤3￿s).
Das Signal nach Photoreduktion ist von der Ru2Q-Konzentration abh￿ngig, und dieser
Prozess besitzt einen KM-Wert von 15 ￿M. F￿r das Rinderherzenzym wurde in spektro-
skopischen Messungen ebenfalls ein Wert von 7 ￿M bei geringerer Ionenst￿rke bestimmt
(Sadoski et al., 2000). Die Kinetik der Photoreduktion l￿sst sich mit einer Zeitkonstante
von 10￿s beschreiben (s. auch Tab.3.5), ein Wert, der sehr gut mit dem schnellen Prozess
der Reoxidation von Cytochrom c1 ￿bereinstimmt. Neben dieser schnellen Komponente
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Abbildung 3.37.: Photoreduktion von oxidiertem bc1-Komplex: (a) Photopotentiale von Liposomen
mit bc1-Komplex (￿) und ohne (￿, Kontrolle) in 50 mM HEPES, pH 7,4, 200 ￿M Ferricyanid
als Redoxpu￿er, 300 ￿M EDTA und 50 ￿M Ru2Q. Die rote Linie im bc1-Signal gibt den Verlauf
des Fits wider, der eine Zeitkonstante von τ = 12￿s f￿r den Anstieg besitzt. (b) Abh￿ngigkeit
der Amplitude von der Ru2Q-Konzentration.
war in einigen Experimenten auch eine langsamere Phase von 1ms zu beobachten, die je-
doch nicht reproduzierbar auftrat und eine gegen￿ber der schnellen Phase viel geringere
Amplitude aufwies. Das Vorzeichen dieses Prozesses ist umgekehrt zum ersten und k￿nnte
einer unspezi￿schen Oxidation ￿ber Cytochrom c1 durch exogene Oxidationsmittel ent-
sprechen. Die Photoreduktion konnte in den elektrometrischen Messungen im Gegensatz
zu den spektroskopischen nicht erfolgreich durch Stigmatellin inhibiert werden. Der Grund
hierf￿r liegt jedoch wahrscheinlich in den experimentellen Schwierigkeiten der Stigmatellin-
bindung (s. u.). Durch Erh￿hung der Ionenst￿rke, bzw. durch Anwesenheit von oxidiertem
Cytochrom c, einem kompetitiven Inhibitor f￿r die Ru2Q-Bindung, l￿sst sich die Ampli-
tude der Photoreduktion stark verringern. Auch wenn dies nicht notwendigerweise einen
funktionellen Elektronentransfer im bc1-Komplex beweisen muss, deuten die vorhandenen
Daten zusammen mit den in der Literatur dokumentierten spektroskopischen Messungen
auf eine Elektrogenizit￿t des Elektronentransfers von Cytochrom c1 auf das Eisen-Schwefel-
Zentrums des Rieske-Proteins hin.
Photooxidation Durch Wahl der Bedingungen wird auch der umgekehrte Prozess, die
physiologische Richtung der Elektronenbewegung vom Rieske-Protein zum Cytochrom c1,
in den BLM-Messungen als Photooxidationsexperiment zug￿nglich. Statt des stark oxi-
dierenden Redoxpu￿ers Ferricyanid wird der bc1-Komplex mit DBH2 reduziert. Weiterhin
wird die Reoxidation des nach der Photooxidation reduziert vorliegenden Rutheniumkom-
plexes durch die Anwesenheit von Paraquat als Elektronenf￿nger (im Gegensatz zu EDTA
in der Photoreduktion) beschleunigt, was die Gesamtreaktion der Photooxidation e￿zien-
ter gestaltet.
Die Artefakte in Abwesenheit von Ru2Q k￿nnen gegen￿ber den Signalen vernachl￿ssigt
werden (s. Abb. 3.38). Durch Photooxidation wird eine Spannung ￿ber der Membran auf-
gebaut, die sich wenigstens aus zwei Phasen zusammensetzt (s. Tab. 3.5), einer schnellen
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Abbildung 3.38.: Photooxidation des reduzierten bc1-Komplexes unter reduktiven Bedingungen:
Proteoliposomen mit bc1-Komplex werden eine Stunde lang in 50 mM HEPES, pH 7,4, an die
BLM angelagert. Darauf werden 1mM Paraquat und 36 ￿M DBH2 hinzugef￿gt und f￿nf Minuten
inkubiert. Anregung durch einen Lichtblitz bei 450nm ruft nur einen schnellen Lichtartefakt auf
der Membran hervor (￿). Nach Zugabe von 25 ￿M Ru2Q wird ein positives Photopotential
gemessen (￿), die Zeitkonstanten f￿r die beiden Phasen aus einem Fit sind angegeben (s.a.
Tabelle 3.5). Die langsame Phase l￿sst sich durch 10 ￿M Antimycin inhibieren (￿).
Phase mit einer gleich gro￿en Zeitkonstante wie in der Photoreduktion gesehen (τ1 =13￿s)
und einer langsameren im Millisekundenbereich. Diese zweite Phase zeigt sich sensitiv ge-
gen￿ber der Zugabe von Antimycin, einem Inhibitor der Qi-Bindungsstelle.
Der E￿ekt der Reduktion des bc1-Komplexes durch DBH2 kann leicht in den Signalen
vor und nach Zugabe von DBH2 zu angelagerten Proteoliposomen erfasst werden (s. Abb.
3.39(a)). W￿hrend in Abwesenheit von DBH2 nur die schnelle Komponente zu erkennen
ist, bildet sich die langsamere Phase durch die partielle Reduktion des bc1-Komplex deut-
lich aus, ein weiterer Hinweis neben der Antimycinsensitivit￿t, dass es sich hierbei um ein
vom bc1-Komplex hervorgerufenes Signal handelt. Andere Artefaktquellen k￿nnen anhand
weiterer Kontrollmessungen ausgeschlossen werden (Abb. 3.39(b)): Sind statt der Proteoli-
posomen mit bc1-Komplex nur leere Liposomen vorhanden, erzeugt Blitzlichanregung nur
einen schnellen Lichtartefakt auf der Membran. Bei Anwesenheit von Ru 2Q ist dar￿ber-
hinaus noch eine kleine Stufe im Spannungssignal zu erkennen, das in seiner Amplitude
jedoch klein im Vergleich zu den Messungen mit dem bc1-Komplex ist. Diese wird durch ei-
ne unspezi￿sche elektrostatische Bindung an die Liposomen hervorgerufen und kann durch
Erh￿hung der Ionenst￿rke unterbunden werden.
In den zeitaufgel￿sten spektroskopischen Messungen verlief die Rereduktion von Cy-
tochrom c1 ebenfalls in zwei Phasen mit τ1 = 16￿s und τ2 = 1ms (s. Tab.3.5, Sadoski
et al., 2000), wobei die langsamere mit der H￿m bH-Reduktion einherging. Dabei wurde die
793. Ergebnisse
Experiment Schnelle Phase Langsame Phase
Elektro-
metrische
Messungen
Photoreduktion 10,0 (±2)￿s (100%) ￿
Photooxidation 13,3 (±5)￿s (70% ±15) 3,75 (±1,2)ms (30%±15)
+ Antimycin 26,0 (±5)￿s (93% ±5) 1,22 (±0,7)ms (7% ±5)
Spektro-
skopische
Messungen
Photoreduktion 11 ￿s (57%) 136￿s (43%)
Photooxidation 16 ￿s (66%) 1ms (34%)
+Antimycin 17 ￿s (60%) 1ms (40%)
Tabelle 3.5.: Zusammenfassung der Zeitkonstanten aus den elektrometrischen Messungen am bc1-
Komplex unter verschiedenen Bedingungen im Vergleich zu den spektroskopischen Daten der
Cytochrom c1-Reoxidation, bzw. Rereduktion (Daten f￿r Rh. sphaeroides aus Sadoski et al.,
2000).
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Abbildung 3.39.: (a) Elektrometrische Signale des bc1-Komplex in Ab- und Anwesenheit von DBH 2
(Bedingungen f￿r Photooxidationsmessungen wie in Abb. 3.38). Die Signale sind auf die schnelle
Phase genormt. (b) Kontrollmessungen an leeren Liposomen. In Abwesenheit s￿mtlicher Sub-
strate ist nur ein schneller Lichtartefakt zu sehen (￿). DBH 2 und Paraquat haben hierauf keinen
Ein￿uss (￿), Ru2Q erzeugt zus￿tzlich ein kleine negative Stufe ( ￿), die durch Erh￿hung der
Ionenst￿rke gequencht werden kann ( ￿).
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schnelle Phase der Rereduktion durch das Eisen-Schwefel-Zentrum des Rieske-Proteins, das
bereits reduziert vorlag, zugeordnet. Die langsamere wird durch die Quinoloxidation in der
Qo-Bindungsstelle hervorgerufen. In den elektrometrischen Messungen f￿llt die Zuordnung
bisher noch schwer. Neben der Photooxidation ￿ndet sicher auch noch der Photoredukti-
onsprozess statt. Obwohl unter reduktiven Bedingungen gearbeitet wird und Paraquat statt
EDTA eingesetzt wird, tritt ein ￿hnlich schneller Prozess (τ=10￿s) auch in Abwesenheit
von DBH2 auf (s. Abb. 3.39(a)).
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Abbildung 3.40.: Photooxidationsexperiment mit
bc1-Komplex am Lampensetup. Unter redukti-
ven Bedingungen (s. Abb. 3.38) ohne Protono-
phoren wurde f￿r 2s mit einer 75W Xenonlam-
pe in Abwesenheit (￿) und Anwesenheit von
Inhibitoren (￿ und ￿) belichtet.
Aus den spektroskopischen Experimen-
ten mit DBH2 ist bekannt, dass der bc1-
Komplex nicht vollst￿ndig reduziert vor-
liegt (S. Abb. 3.35) und gleichzeitig die
Konzentration des Quinols wegen der kon-
kurrierenden Adsorption an die BLM-
K￿vette nicht genau bekannt ist (s. Abb.
3.36).
Noch schwerwiegender f￿r die Zuordnung
der einzelnen Phasen wiegt die Tatsache,
dass die spezi￿sche Inhibition mit Stigma-
tellin und Antimycin nur unzureichend in
der Te￿onk￿vette statt￿ndet (s. Abb. 3.40).
Insbesondere die Zugabe von Stigmatellin
f￿hrte zu keiner ˜nderung in den Signa-
len. Das Problem bei der Zugabe von hy-
drophoben Substraten o￿enbarte sich auch
bei elektrometrischen Messungen an einem
Lampensetup, in dem sich die Aktivit￿t des
bc1-Komplexes unter Substratumsatz tes-
ten l￿sst. Dabei k￿nnen transiente Str￿me aufgrund der Aktivit￿t des bc1-Komplexes an
der BLM gemessen werden, sowie station￿re Str￿me ￿ber der BLM bei Anwesenheit von
Ionophoren. Diese erm￿glichen den Ladungsr￿ck￿uss (Bamberg et al., 1979), so dass ein
station￿rer Strom durch fortlaufende Reduktion des bc1-Komplexes durch DBH2 und Oxi-
dation durch das angeregte Ru2Q erreicht wird. Auch unter Verwendung von Protonopho-
ren ist fast kein station￿rer Strom zu beobachten. Die Amplitude der Signale ist ebenfalls
nicht sehr hoch. Beides, station￿rer Strom und Signalamplitude, ist bei der Cytochrom c
Oxidase im Vergleich viel ausgepr￿gter. Grund hierf￿r ist wie erw￿hnt die schlechte Zu-
g￿nglichkeit der Substrate zu den adsorbierten Proteoliposomen. Diesem Problem kommt
eine zentrale Bedeutung f￿r die Interpretation und Zuordnung der Signale zu. Dennoch
lassen sich f￿r die elektrometrischen Messungen am bc1-Komplex zusammenfassen:
￿ Photoreduktion des bc1-Komplexes durch Ru2Q f￿hrt zu einem 10 ￿s schnellen Pro-
zess, der durch die Reduktion des Eisen-Schwefel-Zentrums durch Cytochrom c1 aus-
gel￿st wird.
￿ Die Photooxidation von bc1-Komplex ist ￿berlagert von der Photoreduktion. In bei-
den F￿llen ist die gleiche schnelle Phase zu beobachten. Ob es sich hierbei um den-
selben Prozess handelt oder ob in der Photooxidation ebenfalls ein weiterer Prozess
mit einer ￿hnlichen Zeitkonstante vorhanden ist, kann zum gegenw￿rtigen Zeitpunkt
noch nicht unterschieden werden.
813. Ergebnisse
￿ DBH2-Reduktion f￿hrt zur Ausbildung einer Millisekundenphase, die durch Antimy-
cin inhibiert werden kann. Das Vorzeichen der Amplitude dieses Prozesses (Ausw￿rts-
strom positiver Ladungen) sowie der Befund der Inhibition l￿sst die Folgerung zu,
dass es sich um Protonenbewegung, bzw. Protonen gekoppelter Elektronentransfer
aufgrund von Quinoloxidation in der Qo-Bindungsstelle oder von Quinonreduktion
in der Qi-Bindungsstelle handelt.
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4.1. Die Cytochrom c Oxidase
4.1.1. Die Protonenaufnahme beim O→E-￿bergang
Die Protonenaufnahme beim O→E-￿bergang ist Gegenstand einer Kontroverse (Ruiten-
berg et al., 2000; Verkhovsky et al., 2001a), ob die H￿ma-Reduktion ein Bohr-Proton nach
sich zieht. Ruitenberg et al. (2000) fanden nach Reduktion von H￿m a eine Protonenauf-
nahme durch den K-Kanal beim O→E-￿bergang. Diese Interpretation wurde unterst￿tzt
durch Messungen an der K-Kanalmutante K354M, die eine stark eingeschr￿nkte Protonen-
aufnahme aufweist, und einem beobachteten kinetischen Isotopene￿ekt bei Messungen in
D2O. Verkhovsky et al. (2001a) hingegen beobachteten nur eine Elektronenaufnahme, die
￿bereinstimmend mit Ruitenberg et al. (2000) mit einer Zeitkonstante von ∼15￿s statt-
fand. Die langsamere Protonenphase war hingegen in der gemessenen Spannungsantwort
nicht sichtbar. Als Erkl￿rung f￿hrten die Autoren an, dass Ruitenberg et al. (2000) Mes-
sungen an teilweise reduzierter Cytochrom c Oxidase durchf￿hrten, was durch die gew￿hl-
ten Versuchsbedingungen hervorgerufen wurde: Die f￿r die anaerobe Umgebung zugef￿gte
Glukose und Glukose-Oxidase stellten eine Elektronenquelle f￿r die Cytochrom c Oxidase
mit Ferricyanid als Mediator dar. Die beobachtete Protonenphase sei also Resultat einer
zweiten Elektronenaufnahme. Erst das mit zwei Elektronen reduzierte Enzym f￿hrt zur
˜quilibrierung der Elektronen zwischen H￿m a und dem binuklearen Zentrum, d.h. es w￿-
re nicht die Reduktion von H￿m a, das mit einer Protonenaufnahme einhergehe, sondern
erst der Transfer zum binuklearen Zentrum. Die Frage nach der Kopplung von Protonen-
aufnahme und H￿m a-Reduktion besitzt einen wichtigen Hintergrund: Er gibt Einblick in
ein wesentliches mechanistisches Detail der Arbeitsweise der COX im Zusammenhang der
elektrostatischen Kompensation des Ladungstransfers.
W￿hrend in den elektrometrischen Messungen zwei kinetische Phasen identi￿ziert wur-
den, zeigen alle spektroskopischen Messungen nur eine, die mit der Reduktion von H￿m a
und der gleichen Zeitkonstante wie f￿r den schnellen Prozess der elektrometrischen Mes-
sungen einhergeht (Kobayashi et al., 1989; Farver et al., 2000, 2006b; Nilsson, 1992). Eine
Reduktion von H￿m a3 l￿sst sich mit den spektroskopischen Messungen im beobachteten
Zeitbereich ausschlie￿en, obwohl auch die M￿glichkeit einer schnellen ˜quilibrierung zwi-
schen H￿ma und CuB besteht. Dies f￿hrte ebenfalls nicht zu einer zus￿tzlichen Phase in
der Kinetik der H￿m a-Reduktion (Ruitenberg et al., 2000).
In dieser Arbeit sollte aufgrund der angef￿hrten Kontroverse der O→E-￿bergang noch-
mals n￿her untersucht werden, um m￿gliche Faktoren und ihre Beein￿ussung auf die Ki-
netik der Ladungsverschiebung zu identi￿zieren. Die verschiedenen Faktoren sollen hier
diskutiert werden und die hier gefundenen Ergebnisse im Rahmen eines kinetischen Mo-
dells analysiert werden. Die n￿chsten Seiten werden folgende Fragen aufgreifen:
￿ Haben die Bedingungen f￿r die elektrometrischen Messungen Ein￿uss auf den Redox-
Zustand der COX und ist die Protonenaufnahme somit von einer teilreduzierten
834. Diskussion
Population verursacht?
￿ Lassen sich aufgrund der vorhandenen Ergebnisse R￿ckschl￿sse auf eventuelle Hete-
rogenit￿ten im Ausgangszustand der COX ziehen?
￿ Wie sind die spektroskopischen Messungen mit den elektrometrischen f￿r den O →E-
￿bergang in Einklang zu bringen und welche Schl￿sse lassen sich aus zwei kinetischen
Modellen ziehen?
Redox-Zustand und Heterogenit￿ten im Ausgangszustand
In dieser Arbeit wurde der Ein￿uss der experimentellen Bedingungen auf den Redox-
Zustand der Oxidase im O→E-￿bergang mit spektroskopischen Mitteln ￿berpr￿ft (s. Abb.
3.1 auf S.34). Dabei konnte keine Reduktion der H￿mgruppen festgestellt werden. Die beob-
achtete Protonenphase im O→E-￿bergang erwies sich als robust gegen￿ber den gew￿hlten
experimentellen Bedingungen. So war sie auch in Abwesenheit des Sauersto￿ verbrauchen-
den Enzymsystems und unter aeroben Bedingungen voll ausgepr￿gt.
Tats￿chlich fanden sich Schwankungen sowohl in der Zeitkonstante als auch in der Am-
plitude f￿r den Protonentransfer durch den K-Kanal (s. Abschnitt 3.1.5 auf S. 48). Einen
eindeutigen E￿ekt auf das Ausma￿ der Protonenaufnahme besa￿ die Inkubation bei nied-
rigem pH, was im n￿chsten Abschnitt diskutiert werden soll. Davon abgesehen sollte un-
tersucht werden, inwieweit Heterogenit￿ten auch im Enzym aus Paracoccus denitri￿cans
auftreten und ob sich die Klassi￿zierung f￿r das Rinderherzenzym, die sich aus der Cyanid-
bindungsgeschwindigkeit ergibt, auch auf die bakterielle COX ￿bertragen l￿sst.
Die Inkubation bei niedrigem pH mit und ohne Chlorid f￿hrte hierbei zu keiner si-
gni￿kanten ˜nderung in der Geschwindigkeit der Cyanidbindung (s. Abb. 3.11(a)). Die
Amplitude der durch Cyanid induzierten Ver￿nderungen war hingegen betro￿en. Sie nahm
nach einer Inkubation um maximal 10% ab, wobei ein pH-Wert von 6,5 in Abwesenheit von
Chlorid den st￿rksten E￿ekt zeigte. Eine zweite Phase, die im selben Ma￿e in ihrer Am-
plitude zunahm, wurde hingegen nicht beobachtet. F￿r das Rinderherzenzym wurde eine
100fach kleinere Ratenkonstante (0,02M-1·s-1) der Cyanidbindung f￿r die langsame Form
berichtet (Moody, 1996). Bei den hier durchgef￿hrten Messungen h￿tte bei einem ￿hnlichen
Verhalten der COX aus Paracoccus denitri￿cans diese Form in der Cyanidbindungskinetik
entdeckt werden m￿ssen. Aufgrund der Abwesenheit einer zweiten Phase ist die Betrach-
tung der Cyanidbindung keine geeignete Methode, Heterogenit￿ten der Enzympr￿paration
zu charakterisieren.
Gleichwohl sind auch in der Cyanidbindung Unterschiede zwischen den Ans￿tzen f￿r
die pH- und Chloridinkubation deutlich geworden. In den Di￿erenzspektren der Cya-
nidbindung (nach minus vor) wurde eine zweite Form anhand ihrer spektralen Eigen-
schaften beobachtet (s. Abb. 3.11(b) auf S.50). Diese zeigte einen Verlauf, der auf ei-
ne Reduktion von H￿m a hindeutete (s. Abb. 4.1). Bei einem Standardpotential von
E
0
0(CN−|OCN−) = −0,14mV f￿r die Oxidation von Cyanid zu Cyanat bei pH 7 ist die
Reaktion mit dem oxidierten binuklearen Zentrum oder H￿m a thermodynamisch m￿glich.
Diese Reaktion wird allerdings aufgrund der starken Bindung von Cyanid an das oxidierte
H￿ma3 nicht beobachtet. So k￿nnte es sich auch um das Di￿erenzspektrum einer zwei-
ten Form mit Cyanid gebunden handeln, bei der H￿m a weiterhin oxidiert vorliegt. Eine
￿hnliche Form ￿ndet sich n￿mlich auch bei der Relaxation des gepulsten Enzyms in die
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Abbildung 4.1.: Vergleich von verschiedenen Di￿erenzspektren, die auf Heterogenit￿ten der COX
aus Paracoccus denitri￿cans hindeuten: Dargestellt ist das Spektrum, das durch Verschiebung
des pH-Wertes (pH 7,4 minus pH6,5, Abb. 3.4(a) auf S.37) induziert wird (￿), die Relaxation
der gepulsten Form (5min minus 90min nach Pulsen ￿, Abb. 3.12(b) auf S.51), das Doppel-
di￿erenzspektrum der Di￿erenzspektren nach Cyanidbindung der Proben nach 4h minus 5min
Inkubation bei pH 7,4 (Abb. 3.11(b) auf S.50, ￿). Als Vergleich ist die durch Ferricyanid in-
duzierte Reoxidation von K354M dargestellt, die haupts￿chlich auf die Reoxidation von H￿m a
zur￿ckzuf￿hren ist (Konstantinov et al., 1997). Zur besseren Vergleichbarkeit sind alle Spektren
auf die Di￿erenz ∆A606−632nm normiert.
urspr￿ngliche oxidierte Form (s. Abb. 4.1). Sie ist jedoch unterschiedlich zu den spektralen
˜nderungen, die durch einen pH-Sprung herbeigef￿hrt werden.
Die Di￿erenzspektren sind in ihrer Aussage nicht eindeutig. Dennoch lassen sich bei
genauerer Betrachtung einige Schl￿sse bez￿glich der Heterogenit￿ten in der Cytochrom
c Oxidase aus Paracoccus denitri￿cans ziehen. So sind die spektralen ˜nderungen in der
α-Bande in den hier beobachteten Di￿erenzspektren der H￿m a-Reduktion sehr ￿hnlich,
unterscheiden sich jedoch im Bereich der Soretbande voneinander und von den spektralen
Charakteristika, die f￿r H￿m a berichtet wurden (v.a. ein Minimum bei 425 nm; s. Hellwig
et al., 1999a). Das legt verschiedene Formen der COX in den verschiedenen Enzympr￿pa-
rationen nahe. Allerdings konnte nicht festgestellt werden, worin sich die einzelnen Spezies
unterschieden, in welcher Menge sie anwesend sind und wodurch sie herbeigef￿hrt werden.
Die f￿r die Rinderherzoxidase g￿ltigen Parameter zur Unterscheidung wie Cyanidbindungs-
rate konnten f￿r die bakterielle Oxidase nicht herangezogen werden.
Zusammenfassung ￿ber die Variabilit￿t: Die eindeutige Charakterisierung der iso-
lierten COX bleibt eine Herausforderung. Alle Methoden, Heterogenit￿ten quantitativ zu
verfolgen oder das Enzym in einen de￿nierten oxidierten Zustand zu bringen, besitzen ihre
Nachteile:
￿ Die Cyanidbindungskinetiken sind aufgrund von spektralen ￿berlappungen schwie-
rig zu interpretieren. Bei langen Beobachtungs- oder Inkubationsphasen stellen sich
neben der Cyanidbindung auch andere Prozesse ein, die das quantitative Auswerten
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nicht erm￿glichen. Aufgrund der unterschiedlichen Di￿erenzspektren l￿sst sich jedoch
die Pr￿senz von wenigstens zwei verschiedenen Formen detektieren.
￿ Pulsen von COX hat an der Reaktivit￿t des Enzyms nichts zum Positiven ver￿ndert.
Im Gegenteil: Viele Proben neigten nach Reoxidation zur Instabilit￿t, die sich auch
spektroskopisch verfolgen lie￿. Diese neue Form zeigte eine geringere Reaktivit￿t
gegen￿ber exogenen Reduktionsmitteln wie H2O2 oder CO. Nachteilig ist weiterhin
das unkontrollierte Einf￿hren von Reduktionsmitteln, die nach Reoxidation zu einem
Gemisch partiell reduzierter Spezies an COX f￿hren k￿nnen.
￿ Das Chlorid freie Enzym zeigt keine Besonderheiten gegen￿ber der klassisch aufgerei-
nigten Variante in den elektrometrischen Messungen und der Cyanidbindungskinetik.
Allerdings war ein E￿ekt auf die Ausbildung des F-Zustandes zu beobachten (s. Ab-
schnitt 3.1.4 auf S.46). Eine Chloridbindungsstelle ist daher wahrscheinlich, wie auch
schon vielfach in der Literatur (s. z.B. Fabian et al., 2001, 2004; Moody et al., 1998)
beschrieben worden ist. Nimmt man die Ausbeute des F-Zustandes als Indikator f￿r
die chloridgebundene Form, stellt man jedoch auch fest, dass selbst die Enzympr￿pa-
rationen, die in Gegenwart von Chlorid aufgereinigt wurden, kein Chlorid gebunden
haben, da nur nach Cloridinkubation eine geringere Ausbeute an F-Zustand feststell-
bar war.
￿ Die FT-IR Di￿erenzspektren der CO Photolyse am reduzierten Enzym decken in-
trinsische Heterogenit￿ten im binuklearen Zentrum auf (s. Abb. 3.13 auf S.52). Die
Interpretation dieser Daten ist aufgrund fehlender Korrelationen jedoch schwierig:
Es ist nicht bekannt, welche Faktoren zu verschiedenen Populationsverh￿ltnissen bei
den einzelnen Konformeren f￿hren. Aufgrund der Methodik eignet sich diese Methode
auch nicht f￿r eine schnelle Charakterisierung.
pH-Abh￿ngigkeit
In der Literatur ist ￿ber verschiedene Ph￿nomene nach ˜nderung des pH-Wertes berichtet
worden. So sind in der reduzierten CO bindenden Spezies verschiedene Konformere beob-
achtet worden (s. Abschnitt 3.1.5 auf S. 52), die mit einem apparenten pKs-Wert von 7,3
ineinander ￿bergehen (Mitchell et al., 1996b; Rost et al., 1999; Wang et al., 1995). Weitere
pH-abh￿ngige ￿berg￿nge von Konformeren sind auch mit Resonanz-Ramanspektroskopie
beobachtet worden (Das et al., 2001). Panda and Robinson (1995) interpretierten die pH-
Abh￿ngigkeit der Cyanidbindungskinetik mit zwei sequentiellen Reaktionsschritten. Der
erste wird hierbei durch eine pH-abh￿ngige Konformation vermittelt, die HCN binden
kann und ebenfalls einen apparenten pKs-Wert von 7-7,5 besitzt. Dies ist in ￿bereinstim-
mung mit spektralen ˜nderungen im sichtbaren Bereich, die durch verschiedene pH-Werte
ausgel￿st werden (Fabian and Malmstr￿m, 1989; Holm et al., 1995). Auch hier wurde eine
protonierte und deprotonierte Form der oxidierten COX angenommen mit einem pK s-Wert
von 7,8 (Papadopoulos et al., 1991; Brooks et al., 1997). Und ebenso tritt bei der Dithionit-
reduktion eine Form bei niedrigem pH-Wert auf, deren binukleares Zentrum nur langsam
in einer zweiten Phase reduziert wird (Cooper et al., 1993). Auch hier wurde ein apparenter
pKs-Wert von 7,8 gefunden. Aus all den verschiedenen Messungen l￿sst sich schlie￿en, dass
die COX in verschiedenen Protonierungszust￿nden vorkommen kann.
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Bei der Untersuchung des O→E-￿berganges wurden in dieser Arbeit auch die ˜nderun-
gen der Spannungssignale nach einem pH-Sprung verfolgt. Dabei wurde ein starker E￿ekt
auf die Amplitude der Protonenphase beobachtet, die ￿ber der Zeit nach dem pH-Sprung
verschwand (Abb. 3.3 auf S.36). In spektroskopischen Messungen ging dies mit einer Ver-
schiebung der Soretbande zu k￿rzeren Wellenl￿ngen einher (Abb. 3.4 auf S.37). Beide
Prozesse verliefen f￿r die COX in Proteoliposomen sehr langsam mit Zeitkonstanten von
140min (elektrometrisch) und 40min (spektroskopisch); sie stimmen hierin aber mit der
Kinetik ￿berein, die f￿r die gleichen ˜nderungen der Soretbande im Rinderherzenzym be-
obachtet wurde (55 min, Papadopoulos et al., 1991). Das Verschwinden der zweiten Phase
in den elektrometrischen Messungen kann mehrere Ursachen besitzen:
￿ Die Protonierungsstelle innerhalb der COX, die f￿r die beobachtete langsame Phase
in den elektrischen Experimenten beim O→E-￿bergang verantwortlich ist, ist ￿ber
die Protonenwege zug￿nglich, nachdem der pH-Wert des Vesikelinneren mit der Au-
￿enphase ￿quilibrierte. Durch Besetzung der Stelle vor der Elektronenaufnahme kann
das kompensierende Proton nicht mehr aufgenommen werden.
￿ Die Protonenaufnahme erfolgt mit derselben Geschwindigkeit wie die Elektronenauf-
nahme. Dadurch lie￿en sich die beiden Phasen in ihrem Verlauf nicht mehr diskrimi-
nieren: Die Protonentransferrate w￿re vom Protonierungszustand einer oder mehrerer
Gruppen abh￿ngig.
￿ Die Cytochrom c Oxidase wird bei niedrigem pH in die langsame Form bzw. in einen
anderen Protonierungszustand ￿berf￿hrt, der durch eine langsame Protonierungsre-
aktion des Enzyms ausgel￿st wird. Dieser Prozess folgt dem beobachteten Zeitverlauf.
Dadurch ist die Protonierungsstelle f￿r den O→E-￿bergang schon besetzt und die
Protonenphase nicht mehr in den elektrometrischen Messungen anwesend.
Die Angleichung des pH-Wertes zwischen dem Inneren der Vesikel und dem Au￿enmedium
l￿sst sich absch￿tzen. Die Permeabilit￿t von Protonen ist im Vergleich zu anderen klei-
nen geladenen Ionen sehr hoch (Paula et al., 1996; Deamer and Nichols, 1983), was zu
verschiedenen Theorien ￿ber den Transportmechanismus von Protonen durch Lipidmem-
branen f￿hrte (DeCoursey, 2003; Tepper and Voth, 2005; Haines, 2001; Lawaczeck, 1988).
F￿r Proteoliposomen, die die Cytochrom c Oxidase enthalten, wurde eine Protonenper-
meabilit￿t von PH = 6,1 × 10−4 cm·s-1 bestimmt (Wrigglesworth et al., 1990). Die Zeit
zum Ausgleich der pH-Di￿erenz zwischen dem Vesikelinneren und der Au￿enphase l￿sst
sich absch￿tzen (Grzesiek and Dencher, 1986):
∆pH(t) = ∆pHt=0 · et/−hτi (4.1)
hτi =

V B
A

1
PHca
H ln10
(4.2)
B = ln10(cH + cOH +
cHepesKscH
(Ks + cH)2 (4.3)
wobei V und A das Vesikelvolumen und die Fl￿che der als Kugel angenommenen Vesi-
kel mit einem Radius von 150nm (elektronenmikroskopische Aufnahmen) darstellen, ca
Hdie
Protonenkonzentration in der Au￿enphase (6,5) und B die Pu￿erkapazit￿t. Diese kann mit
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dem bekannten pKs-Wert f￿r Hepes (7,5) berechnet werden. F￿r die Zeitkonstante hτi er-
h￿lt man so 390s, d.h. die pH-Werte der Au￿enphase und des Vesikelinneren sollten sich
nach Anlagerung der Liposomen an die BLM, die etwa 60min ben￿tigt, angeglichen ha-
ben. Auch wenn diese Ann￿herung viele Faktoren vernachl￿ssigt, die zu einer langsameren
˜quilibrierung f￿hrten (z. B. Di￿usionpotentiale, siehe auch Deamer and Nichols, 1983).
Die zweite und die dritte M￿glichkeit f￿r eine Erkl￿rung des pH-E￿ektes sind schwierig
voneinander zu trennen. Schlie￿t man die Anwesenheit einer langsamen Form aus, die sich
wie gezeigt nicht manifestierte, so erscheint die COX entweder in einem anderen Protonie-
rungszustand mit einer protonierten Akzeptorstelle oder in einer anderen pH-abh￿ngigen
Konformation mit gleich schnellem Elektronen- und Protonentransfer.
Ein unterschiedlicher Protonierungsgrad wirft die Frage der Ladungskompensation auf,
denn die An- bzw. Abwesenheit einer positiven Ladung sollte innerhalb des Proteins aus-
geglichen sein. Doch Proteine k￿nnen die positive Desolvationsenergie von geladenen Ami-
nos￿ureresten im hydrophoben Inneren mit verschiedenen Mitteln ausgleichen, so dass
insgesamt unterschiedliche Ladungszust￿nde m￿glich sind (Kim et al., 2005) und in diesem
Fall die COX auf ˜nderungen des pH-Wertes im Au￿enmedium durch ￿bergang in einen
anderen Protonierungszustand anspricht. Dennoch besteht weiterhin die Notwendigkeit,
dieselbe Anzahl an Ladungen in einem katalytischen Zyklus unabh￿ngig vom Ausgangszu-
stand umzusetzen. Tats￿chlich wurde gezeigt, dass die Anzahl der abgegebenen Protonen
bei Oxidation der Metallzentren durch Sauersto￿ und anschlie￿ender Rereduktion, die
Redox-Bohr-Protonen, sich abh￿ngig vom aktuellen pH-Wert auf die reduktive und auf die
oxidative Phase verteilen (Capitanio et al., 2000b, 2003), d.h. die Oxidase verlagert die
Aufnahme eines Protons je nach pH-Wert in verschiedene Schritte des Zyklus.
Auch hierf￿r ￿nden sich Evidenzien in der Literatur. Einarsd￿ttir et al. (2002) fanden
spektrale Unterschiede zwischen der PR-Form aus der Reaktion der reduzierten COX mit
Sauersto￿ und der PM-Form aus der gleichen Reaktion ausgehend vom MVCO-Zustand, die
sie mit einer komplexeren Zusammensetzung der PR-Form erkl￿rten. Ausgehend von die-
sem Befund wurde ein Modell aus den kinetischen optischen Di￿erenzspektren entwickelt.
Die Intermediate folgen nicht sequentiell aufeinander, sondern die Reaktion des reduzierten
Enzyms mit Sauersto￿ verl￿uft auf zwei sich aufspaltenden Reaktionswegen, deren Popu-
lation durch die COX vom pH-Wert bestimmt wird (Van Eps et al., 2003; Szundi et al.,
2003, 2004).
Zusammenfassung pH-Abh￿ngigkeit: Die elektrometrischen und spektroskopischen
Daten zeigen einen pH-E￿ekt auf die Cytochrom c Oxidase aus Paracoccus denitri￿cans.
Die erh￿hte Protonenkonzentration f￿hrt zu einer ver￿nderten Kinetik in den Spannungs-
signalen, bei denen nach l￿ngerer Inkubation keine Protonenphase mehr zu beobachten ist.
Die Verschiebung der Soretbande in den spektroskopischen Messungen bei ￿bergang zu
niedrigem pH wurde mit der Anwesenheit einer positiven Ladung in der N￿he des binu-
klearen Zentrums erkl￿rt (Papadopoulos et al., 1991). Zusammen mit den Literaturdaten
werden hier verschiedene Protonierungszust￿nde der COX favorisiert, auch wenn eine lang-
same pH-abh￿ngige Konversion in eine andere Konformation nicht auszuschlie￿en ist.
Modell des O→E-￿berganges
Die elektrometrischen Daten sollen hier im Rahmen eines einfachen Modells beschrieben
werden und im Zusammenhang mit den beobachteten spektroskopischen Messungen dis-
kutiert werden. W￿hrend aus den elektrometrischen Experimenten zwei Relaxationszeiten
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erhalten werden, die zum einen dem Elektronentransfer von CuA nach H￿m a und zum
anderen dem Protonentransfer ￿ber den K-Kanal zugeordnet werden (vgl. Abb. 3.5(a) auf
S.39, Ruitenberg et al., 2000), ￿ndet sich in den spektroskopischen f￿r die CuA-Oxidation
und die H￿ma-Reduktion nur eine gemeinsame Relaxationszeit, die mit der schnellen Re-
laxationszeit aus den elektrometrischen Messungen ￿bereinstimmt. Allgemein l￿sst sich die
Fragestellung mit zwei reversiblen Reaktionen de￿nieren, die den Elektronen- und Proto-
nentransfer beschreiben:
O
k12
G G G G G G G B F G G G G G G G
k21
E
k23
G G G G G G G B F G G G G G G G
k32
EH (4.4)
O stellt hierbei die COX nach Photoreduktion von CuA durch Rubpy dar, danach erfolgt die
˜quilibrierung des Elektrons (E) mit anschlie￿ender Protonenaufnahme ￿ber den K-Kanal
(EH). Die Di￿erentialgleichungen der beiden reversiblen Reaktionen lassen sich analytisch
l￿sen:


−k12 k21 0
k12 −(k21 + k23) k32
0 k23 −k32




cO
cE
cEH

 =


λcO
λcE
λcEH

 (4.5)
Nach Bestimmung der Eigenwerte λi, die den inversen Zeitkonstanten aus den Expe-
rimenten entsprechen, und der dazugeh￿rigen Eigenvektoren werden diese entsprechend
den Anfangs- und Endbedingungen normiert, d.h. cO(0) = 1, cE(0), cEH(0) = 0 und
(cE(∞) + cEH(∞))/cO(∞) = 2 aus der Gleichgewichtsbedingung (s. Tab. 3.1.2 auf S.42).
Schlie￿lich erh￿lt man die analytische Form der zeitabh￿ngigen Konzentrationen der ein-
zelnen Zust￿nde sowie der beiden beobachteten Prozesse, beschrieben durch die Ratenkon-
stanten des obigen Modells.
cO(t) = A0 + A1 · eλ1t + A2 · eλ2t
cE(t) = B0 + B1 · eλ1t + B2 · eλ2t
cEH(t) = C0 + C1 · eλ1t + C2 · eλ2t
(4.6)
Aus den Populationen der drei Zust￿nde lassen sich f￿r die jeweiligen Werte kij die Span-
nungssignale berechnen:
U(t) = d · (cO(0) − cO(t)) + (1 − d) · (cEH(t) − cEH(0))
AH+ = (1 − d) ·
cEH(∞)
cO(∞) + cE(∞) + cEH(∞)
Ae− = d ·
cE(∞) + cEH(∞)
cO(∞) + cE(∞) + cEH(∞)
(4.7)
Der Parameter d steht f￿r die rdla (relative dielectric location of heme a), die das Ausma￿
der Ladungsverschiebung bei Elektronentransfer von der P-Seite nach H￿m a beschreibt.
Dementsprechend wird der Protonentransfer von der P-Seite nach H￿m a mit (1 − d) ska-
liert. AH+ und Ae− beschreiben die relativen Amplituden des Protonen- und Elektronen-
transfers in den Spannungssignalen.
894. Diskussion
0 , 0 0 1 0 , 0 1 0 , 1 1 1 0
0 , 0
0 , 2
0 , 4
0 , 6
0 , 8
1 , 0
r
e
l
.
 
A
n
t
e
i
l
,
 
P
o
t
e
n
t
i
a
l
 
/
 
m
V
Z e i t   /   m s
  O
  E
  E H
  U
l
1 = 5 1   m s
- 1
l
2 = 3 , 6   m s
- 1
(a) Zeitverlauf der Populationen ci
0 5 1 0 1 5 2 0 2 5
0 , 2 5
0 , 3 0
0 , 3 5
0 , 4 0
0 , 4 5
0 , 5 0
0 , 5 5
0 , 6 0
r
e
l
.
 
A
m
p
l
i
t
u
d
e
 
d
e
r
 
P
r
o
t
o
n
e
n
p
h
a
s
e
k
3 2   /   s
- 1
(b) Variable Protonenamplitude
Abbildung 4.2.: (a) Die Populationen sind mit den Gleichungen aus Gl.4.6 unter Verwendung von
k12 = 30ms−1, k21 = 20ms−1, k23 = 1ms−1, und k32 = 3ms−1 berechnet worden. Deutlich sind
die beiden observierten Phasen mit Relaxationszeiten von τ1 = 1/λ1 = 19￿s und τ2 = 1/λ2 =
280￿s und relativen Amplituden von 70% und 30% f￿r die Elektronen- bzw. Protonenphase
zu sehen. (b) Ein￿uss der Ratenkonstanten der Protonenphase auf die relative Amplitude der
Protonenphase AH+. F￿r die Elektronenphase wurden dieselben Werte wie in (a) verwendet; f￿r
die Protonenphase wurde k32 einmal variiert und k23 = 1 konstant gehalten (schwarze Punkte)
und einmal berechnet unter der Bedingung eines konstanten Gleichgewichtes (
cE(∞)+cEH(∞)
cO(∞) = 2,
rote Punkte).
Die zeitabh￿ngigen Konzentrationen der drei Zust￿nde lassen sich nun durch Einf￿gen
konkreter Werte berechnen und mit den beobachteten Signalen vergleichen; ein Beispiel
ist in Abb.4.2(a) zu sehen. Der Ein￿uss der Ratenkonstanten auf die relativen Amplitu-
den wird in Abb.4.2(b) gezeigt: Durch Variation einer Ratenkonstante wird, auch unter
Beibehaltung der Gleichgewichtsbedingungen, die relative Amplitude der Protonenphase
ver￿ndert. Daher kann eine sich ￿ndernde Amplitude, wie sie in den pH-Messungen und
als Variabilit￿t unter identischen Bedingungen beobachtet wird (s. Abb. 3.10 auf S.49),
auch einen kinetischen Ursprung besitzen, der nicht notwendigerweise auf die Anwesen-
heit zweier unterschiedlich protonierter Zust￿nde zur￿ckzuf￿hren sein muss, sondern von
Populationen herr￿hrt, die unterschiedliche Ratenkonstanten besitzen.
W￿hrend das Verhalten des Spannungssignals sehr gut mit den experimentellen Kurven
￿bereinstimmt, wird im Verlauf von cO in Abb. 4.2(a) deutlich der Ein￿uss der zweiten
Reaktion sichtbar: Dies stimmt mit den Beobachtungen der spektroskopischen Messun-
gen nicht ￿berein, in denen die Einstellung des Elektronengleichgewichts in einer Phase
mit einer Zeitkonstante von τ = 20￿s verl￿uft. Tats￿chlich lassen sich f￿r das Modell
zweier reversibler Reaktionen keine Werte der einzelnen Ratenkonstanten ￿nden, die die
˜quilibrierung zwischen CuA und H￿ma ber￿cksichtigen (Gleichgewicht) und gleichzeitig
eine Variabilit￿t in der Protonenphase aufweisen. Dieser Sachverhalt wird schnell deutlich,
wenn man die erste Reaktion als eine schnelle vorgelagerte Gleichgewichtsreaktion auf-
fasst. Durch Fortlauf der zweiten Reaktion (E * ) EH) folgt das erste Gleichgewicht, was
sich in einer Abnahme von cO(t) mit der zweiten Zeitkonstante niederschl￿gt. Eine weite-
re Abnahme von cO(t) w￿rde in den spektroskopischen Messungen durch eine Oxidation
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von CuA bei 825nm und durch eine Reduktion von H￿m a bei 605nm sichtbar werden:
Die Signale folgten dem Zeitverlauf der Protonenaufnahme. Ein Modell mit zwei reversi-
blen Reaktionen beschreibt also das Verhalten der einzelnen Phasen in Hinblick auf die
spektroskopischen und elektrometrischen Messungen nicht ausreichend. Wie lassen sich die
verschiedenen Messungen miteinander vereinbaren?
1. Eine thermodynamische Kopplung zwischen H￿m a-Reduktion und Protonenaufnah-
me ist mit den kinetischen Messungen nicht vereinbar, da die Protonierungsreaktion
auch in den spektroskopischen Messungen sichtbar sein m￿sste. Andererseits weist
das Mittelpunktpotential von H￿m a eine pH-Abh￿ngigkeit auf, auch wenn diese mit
verschiedenen Werten beschrieben und durch unterschiedliche Modelle erkl￿rt wurde
(Capitanio et al., 2000a; Verkhovsky et al., 1999a). Ebenso unterst￿tzen elektrosta-
tische Messungen eine Kompensation des Elektronentransfers durch Aufnahme eines
Protons (Kannt et al., 1998a).
2. W￿ren die elektronischen Spektren der Intermediate EH und O im Bereich um
820nm identisch, k￿nnte eine zweite Phase, die mit der Protonierung einhergeht,
ebenfalls nicht beobachtet werden. Die Reduktion von H￿m a w￿re jedoch nun ther-
modynamisch an die Aufnahme eines Protons gebunden. Das Spektrum im nahinfra-
roten Bereich (≥ 800nm) wird zwar von der CuA-Absorption dominiert, doch auch
die H￿mgruppen besitzen hier in Abh￿ngigkeit von Liganden und Redox-Zustand ei-
ne geringe Absorption (Eglinton et al., 1980, 1984; Hendler et al., 1994; Szundi et al.,
2001). Dadurch und durch die geringen Absorptions￿nderungen in diesem Spektral-
bereich k￿nnte eine zweite Phase in der CuA-Oxidation im O→E-￿bergang maskiert
werden.
3. Es besteht weiterhin die M￿glichkeit, dass Unterschiede zwischen der COX im so-
lubilisierten Zustand (spektroskopische Messungen) und in Proteoliposomen (elek-
trometrische Messungen) bestehen. So f￿hrten ver￿nderte Mittelpunktpotentiale zu
Gunsten einer H￿m a-Reduktion ebenfalls zu einer thermodynamischen Kopplung.
Die zweite Phase der CuA-Oxidation ￿ele ungleich geringer aus und w￿re schwierig
zu detektieren. Es waren sowohl in den elektrometrischen Messungen an der aa3-
als auch der ba3-Oxidase Unterschiede in den gemessenen Relaxationszeiten f￿r den
Elektronentransfer gemessen worden (vgl. Tabelle 3.1.2 auf S.42). Diese beschrieben
jeweils einen schnelleren Prozess als in den spektroskopischen Messungen.
4. In der Literatur ￿nden sich f￿r die Potentialdi￿erenz zwischen Cu A und H￿m a eine
Reihe von Werten, die gr￿￿er als die Werte aus den Puls-Radiolyse Experimenten von
Farver et al. (2006b) sind. Aus potentiometrische Titrationen wurde f￿r das Enzym
aus Paracoccus denitri￿cans eine Di￿erenz von∆E = 100mV (K = 50) gemessen
(Gorbikova et al., 2006). Aus dem Elektronenr￿ck￿uss von H￿m a auf CuA nach CO-
Photolyse ausgehend vom MVCO-Zustand fand sich f￿r das Enzym aus Rhodobacter
sphaeroides eine Gleichgewichtskonstante von 9 (˜delroth et al., 1995) und bei An-
wesenheit eines zus￿tzliche Elektrons ein Wert von ∼ 2 (Morgan et al., 1989). Bei
Photoreduktion durch einen an Cytochrom c gekoppelten Rutheniumkomplex wurde
eine Di￿erenz von ∆E = 50mV (K = 6) gemessen (Wang et al., 2002), in anderen
vergleichbaren Messungen war die Gleichgewicht noch weiter zu Gunsten von H￿m a
(Abb. 4 in Nilsson, 1992; Pan et al., 1993; Kobayashi et al., 1989). Es besteht noch
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Unsicherheit ￿ber die Gr￿￿e von K f￿r die Elektronenverteilung zwischen H￿m a und
CuA. Je gr￿￿er K, desto einfacher ist die thermodynamische Kopplung bei Anwesen-
heit von zwei kinetischen Phasen in den elektrometrischen Messungen zu erkl￿ren.
5. Die Daten lassen sich hingegen auch mit einem Modell beschreiben, das eine kineti-
sche Kopplung von Elektronen- und Protonentransfer beinhaltet. H￿m a-Reduktion
￿berf￿hrt die COX in einen kompetenten Zustand, der Protonentransfer erheblich
beschleunigt gegen￿ber dem oxidierten Zustand von H￿m a. Der Elektronentransfer
￿bt hier eine kinetische Kontrolle ￿ber den Protonentransfer aus, z.B. durch kleine
Konformations￿nderungen oder Ausrichtung von Wassermolek￿len f￿r einen schnel-
len Protonentransfer durch den K-Kanal.
Zusammenfassung: Es wurde in diesem Abschnitt gezeigt, dass die spektroskopischen
Daten nicht mit den elektrometrischen in einem einfachen Modell zweier reversibler Re-
aktionen zu vereinen sind. Verschiedene Erkl￿rungen wurden diskutiert, die trotz dieses
Widerspruches eine thermodynamische Kopplung der Reduktion von H￿m a und einer Pro-
tonenaufnahme (Redox-Bohr-Proton) zulassen. Eine kinetische Kontrolle des Elektronen-
transfers ￿ber die Protonenaufnahme l￿sst sich gegenw￿rtig jedoch nicht ausschlie￿en.
Ein￿uss einer protonierbaren Gruppe auf den O→E-￿bergang
In den elektrometrischen Messungen wurden zum Teil erhebliche Unterschiede in der Pro-
tonenphase beobachtet (s. Abb. 3.10 auf S.49). Die beobachteten Heterogenit￿ten im Aus-
gangszustand der COX k￿nnten hierf￿r einen Faktor darstellen, sicher ist der Ein￿uss der
pH-Inkubation. Der Prozess, mit dem die Amplitude der Protonenphase w￿hrend der pH-
Inkubation abnahm, war ￿berraschend langsam (140min, s. Abschnitt 4.1.1). Daher kann
spekuliert werden, ob die Heterogenit￿ten durch einen unterschiedlichen Protonierungsgrad
der COX bestimmt werden. Die beobachteten Schwankungen in der Amplitude und der
Zeitkonstante w￿ren demnach eine Folge der langsamen ˜quilibrierung des Ausgangszu-
standes, die z.B. durch eine Temperatur￿nderung zwischen den Bedingungen der Lagerung
der COV und der Experimente ausgel￿st werden k￿nnte.
Wie wirkt sich die Anwesenheit zweier unterschiedlich protonierter Spezies auf die Span-
nungssignale in den elektrometrischen Messungen im O→E-￿bergang aus oder gibt es eine
andere Erkl￿rung f￿r die Abnahme der Amplitude der Protonenphase, wie sie nach der
Inkubation bei niedrigem pH zu beobachten war? In dem folgenden Modell soll der zuvor
behandelte Widerspruch zwischen den spektroskopischen und elektrometrischen Messun-
gen vernachl￿ssigt werden, da er auf die folgende Diskussion keinen qualitativen Ein￿uss
besitzt.
Die Anwesenheit zweier unterschiedlich protonierter Zust￿nde hilft das Verhalten der
COX in den elektrometrischen Messungen zu erkl￿ren. Der Ein￿uss einer protonierbaren
Gruppe kann an einem einfachen kinetischen Modell verdeutlicht werden. In einem sequen-
tiellen Reaktionsmodell lassen sich die Amplituden der beiden Phasen aus den Ratenkon-
stanten, die mit den inversen Relaxationszeiten aus der nichtlinearen Kurvenanpassung
￿bereinstimmen, leicht berechnen. Dies wird in Gleichung 4.8 deutlich, die den Zusam-
menhang zwischen den verschiedenen Parametern herstellt, dem Protonierungsgrad α einer
protonierbaren Gruppe X, der beobachteten Protonentransferrate, deren Gr￿￿e hier eben-
falls von der protonierbaren Gruppe beein￿usst wird (kobs), den einzelnen Populationen
und dem beobachteten Zeitverlauf des Spannungssignals U(t).
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Die beiden unterschiedlich protonierten Grundzust￿nde stehen in einem langsamen Gleich-
gewicht Kα. Die Reaktion startet nach ￿bertragung eines Elektrons von Rubpy auf Cu A (O
und OH) und mit dem anschlie￿enden Elektronentransfer nach H￿m a sowie einem Proto-
nentransfer durch den K-Kanal:
O E EH
OH EH
Ka
kel
kel
kobs
a kprot
=

          
          
Reaktionsschema mit protoniertem
und deprotoniertem oxidierten Zu-
stand
Kα =
[O] · [H+]
[OH]
α =
1
1 + 10pH−pKs Protonierungsgrad α
kel & kobs = α · kprot Elektronen- und Protonentransferrate
(4.8)
De￿niere den Reaktionsfortschritt f￿r Elektronen- und Protonentransfer:
ξel = 1 − e−kel·t
ξprot = 1 −
kobs
kobs − kel
· e−kel·t +
kel
kobs − kel
· e−kobs·t
(4.9)
woraus sich die einzelnen Populationen berechnen lassen:
O(t) = (1 − ξel) · (1 − α) OH(t) = (1 − ξel) · α
E(t) = (ξel − ξprot) · (1 − α) EH(t) = ξel · α + ξprot · (1 − α) (4.10)
sowie das beobachtete Spannungssignal U in Abh￿ngigkeit der rdla (d).
U(t) = d · ξel + (1 − α) · (1 − d) · ξprot (4.11)
Auch wenn es sich um ein stark vereinfachtes Modell handelt, so kann es dennoch einige
Ph￿nomene erkl￿ren, die im Zusammenhang mit den Messungen nach einem pH-Sprung
und ebenso in Hinblick auf die Variabilit￿ten der Protonenphase in ihrer Amplitude und
Zeitkonstante beobachtet wurden. Nur die deprotonierte Form des oxidierten Zustandes
kann ein Proton aufnehmen, so dass die beobachtete Amplitude direkt dem Deprotonie-
rungsgrad (1 − α) proportional ist. Der Ein￿uss des Protonierungsgrades α ist in Abbil-
dung 4.3(a) an berechneten Daten und in (b) im Vergleich zu experimentellen Daten zu
sehen. Sowohl die Zeitkonstante als auch die relative Amplitude der Protonenphase zei-
gen eine Abh￿ngigkeit von α, wie sie in den Gleichungen 4.8 und 4.11 de￿niert ist. Die
experimentellen Daten sollen die Variabilit￿t in der Zeitkonstante und der Amplitude der
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Abbildung 4.3.: In (a) wird der Ein￿uss einer protonierbaren Gruppe auf kprot und die relative Am-
plitude der Protonenphase AH+ dargestellt, wie er sich aus dem sequentiellen Modell in Gl. 4.8
ergibt. Die Zeitkonstanten τobs = 1/kobs wurden mit kprot = 3 · 104 s−1 berechnet, AH+ aus
Gl.4.11 mit einer rdla von 0,5. (b) Experimentell gefundene Paare f￿r τobs und AH+ aus ￿ber 50
unabh￿ngigen Experimenten zum O→E-￿bergang . Die durchgezogenen Linien weisen auf zwei
verschiedene Populationen hin: F￿r die waagrechte Linie ist die Protonentransferrate unbeein-
￿usst von der Amplitude. H￿ngen Amplitude und Relaxationszeit von derselben protonierbaren
Gruppe ab, ergibt sich f￿r die Werte aus (a) die rote Linie. N￿here Erl￿uterungen ￿nden sich
im Text.
Protonenphase verdeutlichen. Beide Parameter variieren deutlich. Die eingef￿gten Linien
zeigen den berechneten Verlauf f￿r eine Protonentransferrate kprot (￿). In diesem Fall
h￿ngen die Geschwindigkeit der Protonenaufnahme und ihre Amplitude von einer gemein-
samen protonierbaren Gruppe X ab. Diese ist chemisch nicht mit dem Protonenakzeptor
identisch, da bei Identit￿t die Geschwindigkeit nicht beein￿usst werden kann. Der Fall der
chemischen Identit￿t ist ebenfalls eingezeichnet (￿): Die beobachtete Zeitkonstante τobs
ist unabh￿ngig von der Amplitude, die mit zunehmendem Protonierungsgrad abnimmt.
Eine genaue Tendenz l￿sst sich aus den experimentellen Daten im Vergleich zu den
berechneten nicht festmachen. Die Linien in Abbildung 4.3(b) weisen hingegen auf zwei
verschiedene F￿lle hin: Eine Gruppe der experimentellen Daten weist eine kleiner werdende
Amplitude AH+ mit abnehmender Zeitkonstante τobs auf, die entlang der roten Linie zu
verfolgen sind und demnach eine Abh￿ngigkeit von einer protischen Gruppe aufweisen. Die
andere zeigt nur eine variable Amplitude bei gleich bleibender Zeitkonstante, die entlang
der blauen Linie zu sehen sind.
Eine protische Gruppe im Kontext des katalytischen Zyklus Wie verhielte sich eine pro-
tische, unbekannte Gruppe X, deren Auswirkung auf die Protonenphase im O→E-￿bergang
hier diskutiert wurde, im Rahmen des Elektronentransfers in das binukleare Zentrum? Das
Hydroxidion im binuklearen Zentrum stellte in allen elektrostatischen Rechnungen den
Protonenakzeptor nach Aufnahme des ersten Elektrons dar (Kannt et al., 1998a; Popo-
vi¢ and Stuchebrukhov, 2004a). Allerdings wurde in beiden Rechnungen Elektronentrans-
fer ins binukleare Zentrum auf CuB angenommen, w￿hrend die spektroskopischen Daten
nur Reduktion von CuA und H￿ma beobachten (Kobayashi et al., 1989; Nilsson, 1992;
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Geren et al., 1995; Farver et al., 2000, 2006b). Resultierend aus diesen beiden Beobach-
tungen, ￿ndet man die Situation, dass die zus￿tzliche negative Ladung auf H￿m a durch
Protonenaufnahme kompensiert wird, im Falle einer Protonierung des an Cu B gebundenen
Hydroxidions es andererseits nicht zu einem Ausgleich durch Elektronentransfer ins binu-
kleare Zentrum kommt. Die Cytochrom c Oxidase entwickelte hier einen Mechanismus der
kompensierenden Ladungsaufnahme, der entfernte Gruppen miteinander koppelt.
Dem gegen￿ber steht die Beobachtung, dass bei Darstellung des E-Zustandes mit exo-
genen Reduktionsmitteln das Elektron ￿ber alle Kofaktoren verteilt ist (Ruitenberg et al.,
2002). Elektronentransfer zwischen den H￿mgruppen selbst wird durch einen weiteren Me-
chanismus kontrolliert, dem Protonierungszustand einer mit beiden Redoxkofaktoren in-
teragierenden Gruppe (Verkhovsky et al., 1995; Br￿nden et al., 2005; Parul et al., 2005).
Die Pr￿paration des E-Zustandes mit arti￿ziellen Reduktionsmitteln (H 2O2 und CO) f￿hrt
eventuell schon zur Protonierung dieser entscheidenden Gruppe mit H 2O2 als Protonen-
donor f￿r die Elektronenverteilung zwischen den H￿mgruppen, oder die Anwesenheit von
residuellem Kohlenmonoxid stabilisiert das Elektron auf dem binuklearen Zentrum (Olive-
berg and Malmstr￿m, 1991). Die zwei unterschiedlich protonierten Formen der Cytochrom
c Oxidase, die hier angenommen wurden, m￿ssen also nicht notwendigerweise mit dem ers-
ten Protonenakzeptor, dem Hydroxidion, ￿bereinstimmen. So beobachteten Moody et al.
(1991a) ˜quilibrierung des ersten Elektrons im E-Zustand in der schnellen Form der Rin-
derherzoxidase, nicht hingegen in der langsamen Form. Sie interpretierten ihre Ergebnisse
mit dem ￿bergang zwischen diesen beiden Formen. Auch dieser ￿bergang wird durch
eine pH-˜nderung hervorgerufen. F￿r das Enzym aus Paracoccus denitri￿cans konnten
hier nun auch Heterogenit￿ten nachgewiesen werden, die sich jedoch zum Teil von dem
Verhalten des Rinderherzenzyms unterscheiden. Dennoch ist zur Erkl￿rung der zum Teil
widerspr￿chlichen Ergebnisse die Hypothese von zwei verschiedenen Formen attraktiv mit
den folgenden Konsequenzen f￿r den Ausgangszustand der elektrometrischen Messungen:
￿ Die protonierbare Gruppe X beein￿usst das Ausma￿ des Protonentransfers zum binu-
klearen Zentrum. Im protonierten Zustand wird das Hydroxidion schneller protoniert
(gr￿￿ere kobs in Gl. 4.8). Allerdings f￿hrt dieser Zustand auch zu einer verst￿rkten
Leckrate f￿r Protonen ins binukleare Zentrum und zur Protonierung des Hydroxids,
so dass es zu einer kleineren Amplitude in der Protonenphase kommt.
￿ Eine zus￿tzliche Aufnahme einer positiven Ladung durch Protonierung des Hydroxids
wird durch Deprotonierung von X teilweise kompensiert. Im deprotonierten Zustand
von X bleibt die Protonentransferrate unbeein￿usst, w￿hrend sich hingegen die rela-
tive Amplitude ￿ndert (keine Protonenaufnahme).
￿ Somit kommt es zu der Situation, dass Ausma￿ und Geschwindigkeit nicht nur vom
aktuellen Protonierungsgrad, sondern auch von der Vorgeschichte (eventuelle Proto-
nierung und Deprotonierung von X) beein￿usst wird. Die beobachteten Variabilit￿ten
in den elektrometrischen Messungen (s. Abb. 4.3(b)) sind also Ergebnis dieser zwei
konkurrierenden Prozesse. Da beide sehr langsam (s. pH-Sprung) verlaufen und durch
kleine Ver￿nderungen in den Versuchsbedingungen leicht beein￿usst werden, ist der
Anfangszustand nach Rekonstitution heterogen.
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4.1.2. Die Temperaturabh￿ngigkeit der Elektronen- und der Protonenphase
Die Temperaturabh￿ngigkeit des Elektronen- und Protonentransfers beim O→E-￿bergang
wurde in dieser Arbeit unter verschiedenen Bedingungen und an unterschiedlichen Enzy-
men gemessen. Diese liefert weiteren Einblick in die Prozesse des Ladungstransfers. Auf-
grund ihrer Gr￿￿e und Masse verhalten sich Elektronen und Protonen unterschiedlich,
daher werden hier die beiden Reaktionen zun￿chst getrennt voneinander betrachtet, bevor
die Frage der Kopplung wieder in das Zentrum der Diskussion gestellt wird.
Die Temperaturabh￿ngigkeit des Elektronentransfers
Die Elektronentransfertheorie, urspr￿nglich von R. Marcus entwickelt (Marcus, 1964), er-
m￿glicht die Berechnung oder Beschreibung der Elektronentransferrate in Abh￿ngigkeit
von wenigen Parametern. Sie erm￿glicht daher die Vergleichbarkeit verschiedener Systeme,
sowie den Ein￿uss der experimentellen Bedingungen auf diese. Bei Betrachtung eines Sys-
tems im Rahmen der Elektronentransfertheorie wird die potentielle Energie des Ausgangs-
und Endzustandes in einer einzigen e￿ektiven Kern-Reaktionskoordinate zusammengefasst,
die sowohl die Koordinaten des Elektronendonors und -akzeptors als auch das umgebende
Medium, das Proteinger￿st der COX, zusammenfasst. Im einfachsten Fall eines harmo-
nischen Oszillators erh￿lt man f￿r den Ausgangs- und Endzustand zwei Parabeln, die die
potentielle Energie des Systems beschreiben (s. Abb.4.4). Elektronen￿bertragung ￿ndet am
oder in der N￿he des Schnittpunktes der beiden Parabeln statt (Franck-Condon-Prinzip).
Im nichtadiabatischen Fall be￿ndet sich der Ausgangszustand im thermischen Gleichge-
wicht mit der Umgebung, d.h. eine schwache Kopplung zwischen Ausgangs- und End-
zustand. Unter Ber￿cksichtigung des Hochtemperaturlimits (Hop￿eld, 1974) erh￿lt man
die klassische Marcus-Gleichung (Gl. 4.12). Man erkennt, dass die Elektronentransfer-
rate ket von der elektronischen Kopplung HRP der beiden Zust￿nde und dem Franck-
Condon-Faktor, FC, abh￿ngt, der die ￿berlappung der Kernwellenfunktionen wiedergibt.
Das elektronische Kopplungsmatrixelement (Gl. 4.14) ist proportional zur Distanz d der
Redoxpartner und der Energiebarriere V , durch die das Elektron mit der Masse m dringt.
Die ￿berlappung der elektronischen Wellenfunktion f￿llt exponentiell mit der Distanz und
dem Abfallkoe￿zienten β ab. F￿r Proteine wurde f￿r β ein Wert von 1,4¯ in vielen F￿llen
bestimmt (Moser et al., 1992), der die Distanzabh￿ngigkeit im intramolekularen Elektro-
nentransfer in Proteinen betont (Page et al., 1999). Der Wert des Abfallkoe￿zienten liegt
in Proteinen zwischen den Werten, die f￿r durch Vakuum getrennte Redoxpartner und
welche mit einer kovalenten Br￿cke gefunden wurden. Durch Ber￿cksichtigung der Natur
des Elektronentransferweges und Unterscheidung zwischen einer kovalenten Br￿cke, einer
Wassersto￿br￿ckenbindung oder einem Vakuum kann die reine Distanzabh￿ngigkeit der
Elektronentransferrate noch genauer vorhergesagt werden (Beratan et al., 1992; Onuchic
et al., 1992).
Die Aktivierungsenergie EA steht in direktem Bezug zur freien Energie ∆G und zur Re-
organisationsenergie λ, der Energie, die aufgebracht werden muss, um auf die elektronische
˜nderung des Systems zu reagieren (Gl. 4.15). Diese wird durch die Proteinumgebung
bestimmt und ist eine der Kenngr￿￿en f￿r die Diskussion des Elektronentransfers. Die
Reorganisationsenergie l￿sst sich aufteilen in die inner sphere Reorganisationsenergie, die
˜nderungen der Schwingungszust￿nde des Proteins und seiner Kofaktoren enth￿lt, und die
outer sphere Reorganisationsenergie, die ˜nderungen in der Polarisierung der Umgebung
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und das elektronischen Kopplungsmatrix-
element (s. Text):
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Zusammenhang zwischen der Aktivie-
rungsenergie EA und Reorganisations-
energie λ:
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(4.15)
Abbildung 4.4.: Elektronentransfertheorie und die Ableitung der Elektronentransferrate ket mit
Hilfe der semiklassischen Marcus-Gleichung ( 4.12). Einzelheiten sind im Text beschrieben.
wiedergibt.
Tabelle 4.1 listet die bisher gefundenen experimentellen Werte f￿r die Marcus-Parameter
auf. Bez￿glich des elektronischen Kopplungsmatrixelement HRP stellen sich erwartungs-
gem￿￿ dieselben Werte aus den verschiedenen Messungen ein, da in den verschiedenen
Oxidasen die Geometrie und Distanz zwischen CuA und H￿ma ￿bereinstimmen. Dieser
Parameter wird in dem betrachteten Temperaturbereich als temperaturunabh￿ngig be-
trachtet, E￿ekte aufgrund der W￿rmeausdehnung oder ˜nderung von Konformationen
mit Ein￿uss auf den Elektronentransferweg werden also vernachl￿ssigt. Die Hauptwege des
Elektronentransfers von CuA nach H￿ma sind von verschiedenen Gruppen berechnet und
beschrieben worden (Regan et al., 1998; Medvedev et al., 2000; Tan et al., 2004). Der
Hauptweg (s. Abb. 4.5) startet vom CuA-Liganden His224 und erstreckt sich weiter ￿ber
die Argininreste 473 und 474.
Auch die Werte f￿r die Reorganisationsenergie λ stimmen gut zwischen den verschiede-
nen Messungen ￿berein. Aufgrund der gro￿en Distanz von 19¯ zwischen den Metallzentren
der Kofaktoren und der ￿ber den Temperaturbereich geringen Triebkraft von 18meV ist
f￿r einen schnellen Elektronentransfer eine geringe Reorganisationsenergie unerl￿sslich. Die
Werte zwischen 0,3-0,4eV stellen im Vergleich zu anderen Proteinsystemen eine sehr ge-
ringe Barriere dar (Winkler, 1992), die Reorganisationsenergien um ≈1eV besitzen. Die
Redoxkofaktoren in der Cytochrom c Oxidase besitzen intrinsisch eine niedrige, inner sphe-
re Reorganisationsenergie λi (Sigfridsson et al., 2001; Randall et al., 2000): Die Kofaktoren
CuA und H￿ma sorgen f￿r eine hohe Delokalisierung der Ladung und beide unterliegen kei-
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Reaktion Technik H2
RP / eV2 λ / eV
CuA →H￿ma (P.d.) BLM1 10−6,3±0,2 0,41 (±0,1)
CuA →H￿ma (P.d.) PulsRadiolyse2 10−6,5 0,32
CuA →H￿ma (Rinderherz) PulsRadiolyse3 10−6,5 0,40
CuA →H￿ma (Rinderherz) PulsRadiolyse4 ￿ 0,46
CuA →H￿ma (Rh.sphaer.) FlashPhotolyse5 10−6,4 0,3
CuA →H￿mb (Th.th.) BLM6 ￿ 0,68 (±0,1)
H￿ma→H￿ma3 (Rinderherz) FlashPhotolyse7 0,2
1Daten aus der Temperaturabh￿ngigkeit der Elektronentransferrate
2Daten aus Farver et al. (2006b)
3Daten aus Farver et al. (2000)
4Daten berechnet aus Kobayashi et al. (1989)
5Daten aus Brzezinski (1996)
6Daten berechnet aus der Aktivierungsenergie in Gl. 4.15
7Daten aus Jasaitis et al. (2005)
Tabelle 4.1.: Marcus-Parameter f￿r intramolekularen Elektronentransfer aus verschiedenen Sys-
temen und Messungen. Cytochrom c Oxidasen aus verschiedenen Organsimen wurden f￿r die
Untersuchungen verwendet, P.d. Paracoccus denitri￿cans, Th.th. Thermus thermophilus und
Rh.sphaer. Rhodobacter sphaeroides.
ner ˜nderung der Koordinationssph￿re ihrer Liganden hinsichtlich Anzahl und Geometrie
aufgrund einer Redox￿nderung. Diese Eigenschaften, sowie die Einbettung in das hydro-
phobe Proteinmedium sind wesentliche Faktoren und Voraussetzung f￿r einen schnellen
Elektronentransfer zwischen CuA und H￿ma w￿hrend des O→E-￿berganges.
Die Temperaturabh￿ngigkeit und der Isotopene￿ekt des Protonentransfers
Vergleich mit anderen Systemen Aktivierungsenergie und kinetischer Isotopene￿ekt
sind zwei kinetische Parameter, die die Natur des beobachteten Prozesses beschreiben und
besser verstehen helfen. W￿hrend die Bedeutung von Protonentransferreaktionen f￿r die
verschiedensten Proteinsysteme nicht angezweifelt wird, ist in den meisten Systemen der
detaillierte molekulare Mechanismus nicht gekl￿rt (Ferguson, 2000). Aufgrund der dyna-
mischen Natur und der Beteiligung vieler Gruppen am Protonentransfer ￿ber eine gro￿e
Distanz stellt dieser eine konzeptionelle Herausforderung dar. So sind die transienten Zu-
st￿nde meist nicht zu erfassen und Einblicke in diese mit Hilfe von Simulationen sind
noch rar (z.B. K￿nig et al. (2006)). Daher bleiben die kinetischen Parameter ein wichtiges
Hilfsmittel zur Beschreibung eines Prozesses. Zu ihrer besseren Einordnung k￿nnen sie mit
anderen Systemen verglichen werden:
￿ Protonentransport in Wasser besitzt eine wesentlich niedrigere Aktivierungsenergie
von 8,6-12,9kJ·mol-1 und einen Isotopene￿ekt von 1,4 bei Raumtemperatur (Robin-
son and Stokes, 1959). Abz￿glich der Eigendi￿usion von Wasser besitzt das Proton
eine Di￿usionskonstante von 7·10−5 cm2s−1. Um den schnellen Protonentransport in
Wasser zu erkl￿ren, wird das Proton durch Ketten von Wassermolek￿len transpor-
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Abbildung 4.5.: Der Hauptelektronentransfer-
weg von CuA nach H￿m a: HRP l￿sst sich mit
Hilfe des Programmes HARLEM bestimmen
(Kurnikov and Beratan, 1996). Der Wert von
7,57·10−4 eV stimmt mit dem experimentel-
len Wert und der n￿chsten Verbindung zwi-
schen den Redoxpartnern von 11,6¯ ￿ber-
ein, bzw. einem Abfallkoe￿zienten β von
1,24¯
−1
(vgl. auch Farver et al., 2006b).
tiert, dem Grotthus-Mechanismus, das zu einem konzertierten Protonenh￿pfen f￿hrt.
Hierbei sind letztlich viele Wassermolek￿le in einem Transportschritt verbunden. Das
Proton selbst liegt in Wasser nicht als eigene Spezies vor, sondern be￿ndet sich viel-
mehr in zwei verschiedenen Zust￿nden, dem Eigen-Kation (H9O4
+, Eigen, 1964)
oder dem Zundel-Kation (H5O2
+, Zundel and Fritsch, 1986). Agmon (1995) deutete
darauf hin, dass ˜nderungen in den Bindungszust￿nden um das Proton zu h￿he-
ren Werten in der Aktivierungsenergie und zu einem h￿heren Isotopene￿ekt f￿hren
m￿ssten. Statt dessen schlug er einen Mechanismus vor, bei dem Wassersto￿br￿cken-
bindungen in der zweiten Wasserh￿lle gebrochen und nach ￿bertragung des Protons
auf das Wassermolek￿l der fr￿heren ersten Wasserh￿lle wieder gekn￿pft werden. Das
Prinzip konnte mit theoretischen Berechnungen best￿tigt werden (Marx et al., 1999),
ist aber wahrscheinlich noch komplexer und inkoh￿renter (Voth, 2006), was f￿r den
Vergleich hier aber keine Rolle spielen soll.
￿ Protonentransport in Proteinen o￿enbart unterschiedliche, System spezi￿sche Cha-
rakteristika. Gemein ist die Betrachtung des Protonenkanals als lineare Anordnung
von Wassersto￿br￿ckenbindungen. Die Partner f￿r die Wassersto￿br￿ckenbindungen
stammen einerseits von hydrophilen Gruppen der Aminos￿uren oder von Wassermole-
k￿len, die im Protonenkanal lokalisiert sind. F￿r einen funktionalen Protonentransfer
wird zun￿chst das Proton eines Donors zum Akzeptor ￿bertragen, woraufhin sich der
vormalige Donor umorientieren muss, um ein weiteres Proton empfangen zu k￿nnen
(Nagle and Morowitz, 1978). Ein Beispiel hierf￿r ist Gramicidin A, ein Pentade-
kapeptid. Protonentransport via einer Wasserkette besitzt eine Aktivierungsenergie
von 20kJ·mol-1 und einen Isotopene￿ekt von 1,3 (Akeson and Deamer, 1991). In
Simulationen wurde die Umorientierung der Wasserkette, die zu einem konsekuti-
ven Bindungsdefekt nach dem Protonentransfer f￿hrt, als Schritt mit der h￿chsten
Energiebarriere detektiert. Diese war in ihrer Gr￿￿e mit den experimentellen Werten
vergleichbar (PomŁs and Roux, 2002). W￿hrend der Isotopene￿ekt also noch ver-
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gleichbar mit dem Wert in Wasser ist, steigt die Aktivierungsenergie in Anwesenheit
der Peptidh￿lle.
￿ Eines der am besten untersuchten Systeme f￿r Protonentransport in Proteinen stellt
Bakteriorhodopsin dar. In elektrometrischen Messungen wurde f￿r die Schritte mit
Protonentransfer eine Aktiverungsenergie von ∼50kJ·mol-1 und eine Verkleinerung
der Ratenkonstanten um den Faktor 1,7-2,9 in D2O gemessen (Fahr et al., 1981). Pro-
tonierung des prim￿ren Protonenakzeptors D85 nach Retinalisomerisierung f￿hrt zu
einer Konformations￿nderung von R82, so dass das Proton sich nun in die Wasserh￿l-
le eines protonierten Wasserclusters einf￿gen kann (Garczarek and Gerwert, 2006).
F￿r einen funktionalen Protonentransfer sind hier im Protein gebundene Wasser-
molek￿le von gro￿er Bedeutung, sowie der Ein￿uss von hydrophilen Aminos￿uren,
die zur Solvatisierung von Protonen und zum Aufbau einer Kette von Wassersto￿-
br￿ckenbindungen beitragen.
￿ In den angef￿hrten Beispielen steigt die Aktivierungsenergie mit der Gr￿￿e des Sys-
tems. Es werden unterschiedliche Schritte geschwindigkeitsbestimmend. In Protonen-
kan￿len m￿ssen die Protonen leitenden Strukturen in einem zeitlich und ￿rtlich ko-
h￿renten Prozess entstehen. Hierbei kann entweder der Nukleationsprozess kleinerer
leitender Segmente, z.B. die Ausrichtung von Wassermolek￿len, oder die Umorientie-
rung von Seitenketten der Proteinumgebung oder von Wassermolek￿len limitierend
sein. Die Energiebarriere f￿r die Umorientierung kann aufgrund der engeren Umge-
bung des Kanals gr￿￿er als in Wasser ausfallen. Weiterhin kann auch die Ausbildung
von Wassersto￿br￿ckenbindungen unterschiedlicher St￿rke Ein￿uss auf die Geome-
trie des protonenleitenden Ger￿sts oder auf den ￿bergangszustand f￿r den Proto-
nentransfer besitzen (low-barrier hydrogen bonds, Cleland, 2000). Der Isotopene￿ekt
hingegen ist vergleichbar in den Beispielen und auch in den Messungen an der COX,
sowie anderen Systemen mit Protonenleitung (DeCoursey and Cherny, 2000). Ursa-
che hierf￿r ist zum einen der E￿ekt auf die Rotation des Wassersto￿atoms um den
Sauersto￿, was sich wie in Wasser beobachtet mit ωH/ωD =
√
2 niederschl￿gt, zum
anderen gibt es einen Isotopene￿ekt quantenmechanischer Natur auf die Aufspaltung
der Potential￿￿chen am ￿bergangszustand (Einzelheiten s. Kornyshev et al., 2003).
Aktivierungsenergie des Protonentransfers in der COX Im Gegensatz zur Temperatu-
rabh￿ngigkeit des Elektronentransfers ist ￿ber die der Protonenaufnahme im Zyklus der
Cytochrom c Oxidase wenig hinsichtlich der hier betrachteten Parameter bekannt. HallØn
et al. (1994) untersuchten in Flash-Photolyse Experimenten am MVCO-Enzym den Elek-
tronenr￿ck￿uss von H￿m a nach CuA. Diese Phase besa￿ einen kinetischen Isotopene￿ekt
von 2 ∼ 3 und eine Aktivierungsenergie von 42kJ·mol-1 und ist mit Protonenabgabe ￿ber
den K-Kanal verbunden (˜delroth et al., 1996, 1998). Weiterhin wurde zuvor auch die
Temperaturabh￿ngigkeit der Sauersto￿reduktion ausgehend vom vollst￿ndig reduzierten
Enzym und vom MVCO-Enzym untersucht. Die Werte f￿r den F→O-￿bergang betrugen
hier 54kJ·mol-1, bzw. 20kJ·mol-1 (Oliveberg et al., 1989). Bisher sind keine Daten ￿ber
die Temperaturabh￿ngigkeit der Protonenaufnahme aus elektrometrischen Messungen be-
kannt. Neben den Aktivierungsenergien f￿r Elektronen- und Protonentransfer sind durch
Licht induzierte ˜nderungen an den H￿mgruppen ebenfalls von der Temperatur abh￿ngig
(20kJ·mol-1, HallØn and Brzezinski (1994)); diese wurden als Abl￿sung eines Liganden von
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Der Wert von 46kJ·mol-1, der in dieser Arbeit f￿r den Protonentransfer durch den K-
Kanal bestimmt wurde (s. Tab. 3.1 auf S.41), ist hierbei in guter ￿bereinstimmung mit den
Werten, die f￿r Protonentransfer ￿ber den K-Kanal in den Flash-Photolyse Experimenten
gemessen wurden: Wie in Bakteriorhodopsin und anderen Protonenkan￿len in Proteinen
liegt die Aktivierungsenergie f￿r den Protonentransport ￿ber der von Wasser. Per se kann
hierdurch nicht auf den Schritt mit der h￿chsten Energiebarriere geschlossen werden. Wie
erw￿hnt besteht die M￿glichkeit, dass dieser in der Ausbildung einer geeigneten Protonen-
transferkette liegt oder/und in einer Isomerisierung der Proteinseitenketten. In FT-IR Dif-
ferenzmessungen nach Photolyse von CO aus dem MVCO-Enzym, das zu einem partiellen
Protonenr￿ck￿uss ￿ber den K-Kanal f￿hrt, sind im Proteinspektrum Banden im Bereich
von Amid I und II zu erkennen (Rost et al., 1999). Diese k￿nnten eine solche Isomerisierung
von Seitenketten wie Lysin oder Threonin (s.u.) unterst￿tzen, sind aber nicht aufgel￿st ge-
nug aufgrund der spektralen ￿berlagerung und Dominanz der H￿mgruppen (Hellwig et al.,
1999a; Behr et al., 1998).
Aktivierungsenergie in der K354M-Mutante ￿ber die Temperaturabh￿ngigkeit der Pro-
tonenaufnahme via den D-Kanal ist bisher nichts bekannt. Diese ist experimentell schwie-
riger zug￿nglich, es bietet sich jedoch der F→O-￿bergang an, bei dem sowohl das chemi-
sche als auch das gepumpte Proton ￿ber den D-Kanal aufgenommen werden. Aufgrund der
Schwierigkeiten beim Einstellen des Zustand mit H2O2 konnte diese vergleichende Messung
hier leider nicht durchgef￿hrt werden. Statt dessen verscha￿t das Verhalten der K354M-
Mutante und ihrer Temperaturabh￿ngigkeit Einblick. Wie gezeigt (s. Abb. 3.5(a) auf S.39
oder Ruitenberg et al., 2000), besitzt sie einen ausgepr￿gten Defekt in der Protonenaufnah-
me, sowohl in ihrer Kinetik als auch in ihrem Ausma￿. Aus elektrometrischen Messungen an
einer Doppelmutante D124N/K354M, bei der beide Protonenkan￿le blockiert sind und die
keine residuelle Protonenphase mehr besitzt, wurde gefolgert, dass die Protonenaufnahme
in der K354M-Mutante ￿ber den D-Kanal erfolgt (Ruitenberg et al., 2000).
Die Aktivierungsenergie liegt in der Mutante deutlich unter der des Wildtyps (28kJ ·mol-1
vs. 46kJ·mol-1, Tab. 3.1). Gleichzeitig sinkt jedoch auch der pr￿exponentielle Faktor in der
Mutante dramatisch: W￿hrend die Mutation zu einem Absenken der Energiebarriere f￿hrt,
erfordert es eine h￿here Entropie￿nderung, um den ￿bergangszustand zu erreichen. Diese
Situation ist vergleichbar mit einer Mutante in Bakteriorhodopsin, D96N. Das Fehlen des
Protonendonors f￿r die deprotonierte Schi￿-Base l￿sst das M-Intermediat langsamer zer-
fallen, was eine hohe negative Aktivierungsentropie ∆S‡ als Ursache besitzt (Tittor et al.,
1989). F￿r die Interpretation lassen sich zwei Szenarien abzeichnen: Der Protonentrans-
fer durch den D-Kanal erfolgt mit einer niedrigeren Aktivierungsbarriere als durch den
K-Kanal und einer erh￿hten Entropie￿nderung. Denkbar ist jedoch auch, dass die resi-
duelle Protonenaufnahme ￿ber den K-Kanal erfolgt, die durch eine weitere Mutation im
D-Kanal, D124N, noch weiter vermindert wird. In diesem Falle w￿rde die Seitenkette des
Lysins 354 betr￿chtlich zur Energiebarriere beitragen. Die gro￿e negative Aktivierungsen-
tropie k￿nnte in beiden F￿llen in einer erh￿hten Ordnung von Wassermolek￿len liegen, um
einen Protonentransport zu gew￿hrleisten.
Isotopene￿ekt des Protonentransfers durch den K-Kanal Bei Untersuchungen zur Pro-
tonenaufnahme w￿hrend des katalytischen Zyklus der COX wurde in verschiedenen Mes-
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sungen der kinetische Isotopene￿ekt in verschiedenen Teilschritten untersucht. HallØn and
Nilsson (1992) fanden bei der Reaktion der vollst￿ndig reduzierten Oxidase mit Sauersto￿
Isotopene￿ekte im Bereich von 1,4-2,5; dabei zeigte die langsamste Phase (F→O-￿ber-
gang ) die gr￿￿te Verlangsamung in D2O. Die Beobachtung des h￿chsten Isotopene￿ektes
(4 ∼ 7) in diesem Teilschritt wurde auch sp￿ter in spektroskopischen Messungen (Zas-
lavsky et al., 1998; Karpefors et al., 2000b) nachgewiesen, wobei dieser in einem einzigen
Schritt, n￿mlich dem Protonentransfer von E278 liegt (Karpefors et al., 2000a). Zusammen
mit den Informationen ￿ber den Isotopene￿ekt des K-Kanals (∼ 2, s. Tabelle 3.1 auf S.41
und Ruitenberg et al., 2000) kristallisierte sich ein Bild von der Cytochrom c Oxidase, das
einen Protonentransfer in den Zugangs- (D & K) und Ausgangskanal mit einem kinetischen
Isotopene￿ekt von 2 beinhaltet sowie einem erh￿hten E￿ekt (7) bei der ￿bertragung des zu
pumpenden Protons in den Ausgangskanal (Salomonsson et al., 2005). Der hohe E￿ekt in
diesem Schritt kann mit einer Erniedrigung der Nullpunktsenergie der Schwingungszust￿n-
de erkl￿rt werden, der zu einem Isotopene￿ekt um ∼ 7 f￿hrte (Bell, 1974), obwohl auch als
Erkl￿rung Protonentransfer durch eine hoch geordnete, Eis ￿hnliche Struktur angef￿hrt
wurde (Wikstr￿m, 1998). ￿bereinstimmend mit den fr￿heren elektrometrischen Messun-
gen wurde ein Isotopene￿ekt zwischen 1,5-2 ￿ber den gesamten Temperaturbereich f￿r
den Protonentransport durch den K-Kanal beobachtet. Der geringe Wert, ￿hnlich dem in
Wasser gefundenen, best￿tigt einen schnellen Protonentransfer durch die Protonenkan￿le
der COX, der nicht durch das Brechen und Kn￿pfen einer spezi￿schen Wassersto￿bindung
zustande kommt, sondern seinen Ursprung entweder in Umlagerung von Wassermolek￿len
oder Seitenketten besitzt.
Die Temperaturabh￿ngigkeit des O→E-￿berganges in der ba3-Oxidase
Die ba3-Oxidase aus Thermus thermophilus weist in den elektrometrischen Messungen im
O→E-￿bergang wie die aa3-Oxidase zwei Phasen auf, die analog einem Elektronentransfer
und der Aufnahme eines kompensierenden Protons zugeschrieben werden (s. Abb. 3.5(d)
auf S.39). W￿hrend ein Isotopene￿ekt von ∼ 2 f￿r die Protonenphase festgestellt wurde
(Daten nicht gezeigt), besitzt im Gegensatz zur aa3-Oxidase eine Inkubation bei niedrigem
pH keinen Ein￿uss auf die Protonenphase und Cyanid keinen inhibierenden E￿ekt. Dies ist
in ￿bereinstimmung mit spektroskopischen Messungen, in denen Cyanid nur an das redu-
zierte FeII binden konnte (Surerus et al., 1992; Nicholls and Soulimane, 2004). Unter den
experimentellen Bedingungen mit Ferricyanid als Redox-Pu￿er liegt das Enzym oxidiert
vor, so dass keine Cyanidbindung erfolgt. Diese Tatsache unterst￿tzt nochmals, dass auch
die Oxidase aus Paracoccus denitri￿cans vollst￿ndig oxidiert vorliegt (s. Abschnitt 4.1.1
auf S.84).
Die ba3-Oxidase weist ver￿nderte Mittelpunktpotentiale auf. Im Gegensatz zur aa3-
Oxidase liegt das Potential von H￿m a3 ￿ber dem von H￿m b in elektrochemischen Mes-
sungen (Hellwig et al., 1999b). Dieser Verhalt war auch in Puls-Radiolyse Experimenten
feststellbar, in denen im O→E-￿bergang das Elektron von H￿m b auf H￿ma3 ￿bertragen
wurde (Farver et al., 2006a). Auch wenn die Werte aus den elektrochemischen und den
Puls-radiolytischen Messungen nicht quantitativ ￿bereinstimmten, so weisen beide auf ei-
ne ver￿nderte Elektronenverteilung in der ba3-Oxidase hin. Die Reduktion und Reoxidation
von H￿mb in den Puls-Radiolyse Daten verlief in zwei Phasen mit Relaxationszeiten von
τ1 = 89￿s und τ2 = 1,3ms. In den hier durchgef￿hrten elektrometrischen Messungen be-
trugen die beobachteten Zeitkonstanten τ1 = 21￿s und τ2 = 0,2ms. Aufgrund der gro￿en
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Unterschiede kann eine eindeutige Zuordnung zwischen den spektroskopischen und den
elektrometrischen Parametern zum gegenw￿rtigen Zeitpunkt nicht getro￿en werden. Die
Frage, ob die H￿m b-Reduktion oder Reoxidation mit einer Protonenaufnahme verkn￿pft
ist, bleibt o￿en.
Unter der Annahme einer temperaturunabh￿ngigen Gleichgewichtskonstante der Elek-
tronenverteilung im E-Zustand zwischen CuA und H￿mb konnte mit Hilfe der Daten aus
den spektroskopischen Messungen (Farver et al., 2006a) das erste Mal die Reorganisations-
energie abgesch￿tzt werden (s. Tabelle 4.1 auf S.98). Die Werte des thermophilen Enzyms
lagen h￿her im Vergleich zur aa3-Oxidase. Im Gegensatz hierzu lag die Aktivierungsener-
gie des Protonentransfers in der Oxidase aus Thermus thermophilus ein wenig unter der
aus Paracoccus denitri￿cans (vgl. Tab. 3.1). So ￿nden sich trotz der hohen ￿bereinstim-
mung der beiden verschiedenen Oxidasen viele kleine Unterschiede. Inwieweit sie auch zu
mechanistischen Di￿erenzen beitragen bleibt eine wichtige Frage.
4.1.3. Die Rolle des K-Kanals
Ein￿uss des K-Kanals in verschiedenen Reaktionsschritten Die Bedeutung des K-
Kanals ist zwar in vielen experimentellen Studien erkannt worden, aber in den meisten
molekularen Modellen des Oxidasemechanismus spielt er keine gro￿e Rolle. Aufgrund der
Tatsache, dass durch den D-Kanal sowohl das chemische als auch das gepumpte Proton
im F→O-￿bergang transportiert werden k￿nnen (Konstantinov et al., 1997), wurde ge-
schlossen, dass er f￿r den Mechanismus des Pumpens unerheblich ist und seine Rolle nur
in der Bereitstellung der kompensierenden Protonen w￿hrend der reduktiven Phase liegt.
Im Kehrschluss bedeutet dies, dass jeder Pumpschritt derselben Choreographie folgt, die
unabh￿ngig vom K-Kanal erfolgt. W￿hrend dies f￿r die Bewegung des Pumpelementes, das
das Proton ￿ber die H￿mbarriere zur Pumpseite dirigiert, richtig sein mag, ist die Kontrolle
und die Energetik in den einzelnen Teilschritten wohl unterschiedlich.
O￿ensichtlich wird die Vernachl￿ssigung des K-Kanals insbesondere bei der Wahl der
Zust￿nde in theoretischen Berechnungen: Als Ergebnis des O→E-￿bergang wird voraus-
gesetzt, dass das Elektron sich im E-Zustand auf CuB be￿ndet (z.B. Siegbahn et al., 2003;
Olsson et al., 2005; Quenneville et al., 2006), w￿hrend experimentell wie angef￿hrt H￿m
a-Reduktion beobachtet wird. Dabei ist auf die Bedeutung der Elektronen￿quilibrierung
zwischen H￿m a und H￿ma3 in verschiedenen Studien hingewiesen worden, angefangen von
der Tatsache, dass f￿r Elektronentransfer ins binukleare Zentrum Cu A und H￿ma reduziert
vorliegen m￿ssen (Fabian et al., 1987). Dieser Schritt steht unter der Kontrolle einer Pro-
tonierungsreaktion (Verkhovsky et al., 1995), an der wie vorgeschlagen der K-Kanal direkt
oder indirekt beteiligt ist (Parul et al., 2005; Antalik et al., 2005). Somit w￿re bei einem
realistischen Modell also zu ber￿cksichtigen, dass neben der Protonenaufnahme durch die
H￿ma-Reduktion im O→E-￿bergang noch eine weitere Protonierungsreaktion f￿r einen
Elektronentransfer ins binukleare Zentrum erfolgen muss. Die Kontrolle dar￿ber stellt einen
wesentlichen mechanistischen und kontrollierenden Punkt dar und hierbei k￿nnte der K-
Kanal beteiligt sein.
Modell: Der K-Kanal im O→E-￿bergang Die Diskussion ￿ber die Rolle des K-Kanals
soll die bisherigen Teile, die pH- und die Temperaturabh￿ngigkeit zusammenfassen und
die Bedeutung dieser Protonen leitenden Struktur beleuchten. Anhand einer Reihe von
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Untersuchungen an Mutanten des K-Kanals, insbesondere K354M, wurde gezeigt, dass der
K-Kanal an einer Reihe von Ph￿nomenen beteiligt ist:
￿ Die Mutation K354M f￿hrt zu einem Enzym ohne Aktivit￿t in Paracoccus deni-
tri￿cans (P￿tzner et al., 1998) und Rhodobacter sphaeroides (Hosler et al., 1996).
W￿hrend die Mutante Peroxidaseaktivit￿t zeigt und somit den oxidativen Teilzyklus
mit H2O2 als Elektronenakzeptor durchlaufen kann (Vygodina et al., 1998), ist die
Reduktion des binuklearen Zentrums drastisch verlangsamt (J￿nemann et al., 1997).
Der Kanal wird f￿r die Aufnahme der beiden kompensierenden Protonen in der re-
duktiven Phase (O→R) ben￿tigt, wie deutlich in den elektrometrischen Messungen
gezeigt worden ist (Ruitenberg et al., 2000, 2002).
￿ Mehrere E￿ekte sind in den Protonenbewegungen in den einzelnen ￿berg￿ngen in
der K354M-Mutante beobachtet worden: In der Reaktion mit Sauersto￿ ausgehend
vom vollst￿ndig reduzierten Enzym w￿hlt die Mutante eine andere Route f￿r die
Reduktion von Sauersto￿. Nach Sauersto￿bindung ist der sogenannte P R-Zustand
destabilsiert und in den transienten Messungen nicht zu erkennen, sondern das Enzym
geht direkt in den F-Zustand ￿ber (Br￿nden et al., 2001). Dies geht einher mit einer
ver￿nderten pH-Abh￿ngigkeit bei der Reaktion mit H2O2. In der Mutante wird die
F’-Form, die sich in der Anwesenheit eines Protons in der N￿he des binuklearen
Zentrums gegen￿ber der PM-Form unterscheidet, nicht gebildet, statt dessen zeigt
sie ebenfalls einen ￿bergang in den F-Zustand (Pecoraro et al., 2001). Andererseits
ist Protonenfreisetzung in den Elektronenr￿ck￿ussexperimenten ausgel￿st durch die
Photolyse des MVCO-Zustandes jedoch gest￿rt (˜delroth et al., 1998; Sigurdson
et al., 2002). Eine Deprotonierungsreaktion in der N￿he des binuklearen Zentrums
￿ndet in der Mutante demnach nicht mehr statt.
￿ Die am K-Kanal beteiligten Aminos￿uren f￿hren je nach Position zu einem unter-
schiedlichen Ph￿notyp. Hinsichtlich des Eingangs des K-Kanals scheint es Unter-
schiede abh￿ngig von der Herkunft der COX zu geben. W￿hrend f￿r das Enzym aus
Rhodobacter sphaeroides eine Mutation der Aminos￿ure E101II aus Untereinheit II
auf der cytoplasmatischen Seite zu einer Blockade des Kanals f￿hrte (Br￿nden et al.,
2002; Tomson et al., 2003), weist die entsprechende Mutante in Paracoccus denitri-
￿cans (E78II) Wildtypcharakter auf (Richter et al., 2005). Mutationen am Eingang
des Kanals besitzen keinen gro￿en Ein￿uss auf die Aktivit￿t (S291, H292, P￿tzner
et al., 1998), w￿hrend Ver￿nderungen an den dar￿ber liegenden, zum binuklearen
Zentrum hinf￿hrenden Aminos￿ureresten (K354, T280) zum Aktivit￿tsverlust f￿h-
ren. Ein Grund k￿nnte die Ausbildung verschiedener Protonenwege hin zum K354
durch verschiedene Wassermolek￿le und Seitenketten sein, wie es auch in Simulatio-
nen der Wasserdynamik beobachtet wurde (Olkhova et al., 2004; Cukier, 2005).
Abbildung 4.6 entwirft ein m￿gliches Szenario f￿r den O→E-￿bergang. Der K-Kanal
f￿hrt zum binuklearen Zentrum ￿ber eine Reihe von protischen Seitengruppen, an deren
Ende sich ein Hydroxidion an CuB gebunden be￿ndet (Fann et al., 1995). Die Protonen lei-
tende Kette setzt sich aus den Aminos￿ureresten K354, T351 sowie einem Wassermolek￿l,
der Hydroxylgruppe der Farnesylethylseitenkette von H￿m a3 und Y280 zusammen. Elek-
trostatische Berechnungen haben gezeigt, dass nach Aufnahme des ersten Elektrons das
Hydroxidion, das als vierter Ligand von CuB fungiert, zu Wasser protoniert wird (Kannt
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et al., 1998a; Popovi¢ and Stuchebrukhov, 2004a). Im Ausgangszustand (4.6(a)) ist die
Seitenkette von K354 deprotoniert (Kannt et al., 1998a). Elektronentransfer von CuA nach
H￿ma (4.6(b)) zieht Protonentransfer nach sich. Zwischen den Resten K354 und T351 wur-
de bisher in keiner Struktur von H￿m-Kupfer-Oxidasen ein Wassermolek￿l nachgewiesen.
Die Distanz zwischen den beiden Aminos￿uren ist jedoch zu gro￿, als dass direkter Proto-
nentransfer statt￿nden kann. Hierf￿r ist eine Ausbildung einer neuen Wasserkette ( Cukier,
2005) verantwortlich, die durch eine Konformations￿nderung von K354M (Br￿nden et al.,
2001) oder T351 kontrolliert wird. Dies wird hier als der Raten limitierende Schritt mit der
gemessenen Aktivierungsenergie angesehen und liegt daher ￿ber der in Wasser gefundenen.
Als Folge der Protonenaufnahme kommt es zu einer Umorientierung von Wassermolek￿-
len, die eine Neukon￿guration von Wassersto￿br￿ckenbindungen zur Folge hat. Daher re-
sultiert der beobachtete Isotopene￿ekt im Wildtyp der Cytochrom c Oxidase . Im Ergebnis
wird der E-Zustand erreicht (4.6(c)). Der Grund f￿r die Beschr￿nkung des Elektronentrans-
fers auf CuA und H￿ma kann entweder thermodynamischer oder kinetischer Natur sein. Die
Mittelpunktpotentiale f￿r H￿m a3 und CuB sind im E-Zustand nicht bekannt. Aufgrund
der N￿he und Lokalisierung der drei Kofaktoren in der Mitte des Membrandielektrikums
ist ein antikooperativer E￿ekt wahrscheinlich, wie er f￿r H￿m a und H￿ma3 gemessen
wurde (Wilson et al., 1972). Die negative Ladung am H￿m a wird durch Protonierung
des Hydroxids am CuB ausgeglichen. Kinetisch k￿nnte Elektronentransfer zwischen den
H￿mgruppen ebenfalls kontrolliert werden, wenn der Elektronentransfer an eine Protonie-
rungsreaktion gekoppelt w￿re, wodurch die Transferrate durch den Protonierungszustand
der Umgebung bestimmt w￿re (Cukier, 1994; Mayer and Rhile, 2004).
Modell: Der K-Kanal im E→R-￿bergang Elektrometrische Messungen haben die Betei-
ligung des K-Kanals am E→R-￿bergang gezeigt (Ruitenberg et al., 2002). Eine wesentliche
Frage hinsichtlich des Mechanismus ist die nach der zweiten Protonierungsstelle, die ￿ber
den K-Kanal erreicht wird. In Abbildung 4.6(d) wird vorgeschlagen, dass das zweite Proton
oberhalb von K354 gebunden und in einem Cluster stabilisert wird. Die Funktion dieser
Reaktion ist die Stabilisierung der zweiten negativen Ladung im Proteininneren. Einher
mit Elektronentransfer zwischen den H￿mgruppen geht eine Protonierungsreaktion, bei der
unter der Beteiligung von E278 ein Proton ￿ber die H￿mebene transloziert wird (Belevich
et al., 2006). Die Akzeptorgruppe ￿ber der H￿mebene ist bisher noch nicht identi￿ziert,
aber es gibt Hinweise, dass das konservierte Argininpaar R473 & R474 eine Rolle hierbei
spielt. So wurde eine verlangsamte H￿m a3-Reduktion in der homologen Mutante R473K in
Rhodobacter sphaeroides mit Dithionit festgestellt (Mills et al., 2005), wobei in Simulatio-
nen haupts￿chlich ein E￿ekt der Bildung einer Wasserkette zum Protonentransfer zwischen
E278 und den H￿mpropionaten beobachtet wurde (Seibold et al., 2005).
Als m￿glicher Akzeptor f￿r das zu pumpende Proton wurde der Cu B-Ligand H326 aus
quantenmechanischen Berechnungen vorgeschlagen (Quenneville et al., 2004; Popovi¢ et al.,
2005). Die Lokalisierung des Protons in der N￿he von CuB erm￿glicht eine enge Kopplung
zwischen der Protonenaufnahme durch den K-Kanal mit dem Austritt des zu pumpenden
Protons auf einem Austrittsweg an H326 startend (Popovi¢ and Stuchebrukhov, 2005).
Nach dem E→R-￿bergang be￿ndet sich demnach ein zus￿tzliches Proton, das ￿ber den
K-Kanal stabilisiert wird.
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Abbildung 4.6.: Protonentransfer durch den K-Kanal in der reduktiven Phase (Details s. Text): (a)
M￿gliches Netz an Wassersto￿br￿ckenbindungen im K-Kanal. (b) Protonierung von K354 und
Konformations￿nderung der Seitenkette bestimmt die Aktivierungsbarriere. Umorientierung der
Wassersto￿br￿ckenbindungen f￿hrt zu einem kleinen Isotopene￿ekt. (c) E-Zustand mit Wasser
an CuB als Folge der Protonierungsreaktion. (d) Zweiter Elektronentransfer f￿hrt zur Reduktion
des binuklearen Zentrums, sowie Aufnahme eines zweiten Protons, das im K-Kanal delokalisiert
stabilisiert wird.
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Modell: Der K-Kanal bei der Sauersto￿spaltung und als Protonierungsstelle Die An-
wesenheit eines zus￿tzlichen Protons im K-Kanal nach Aufnahme des zweiten Protons
bekommt auch im n￿chsten Schritt, der Sauersto￿reduktion, eine wesentliche Bedeutung.
So konnte wieder aus quantenmechanischen Berechnungen eine Erniedrigung der Aktivie-
rungsenergie der Spaltung der Sauersto￿bindung bei Anwesenheit eines Protons auf der
Hydroxylgruppe der Farnesylethylseitenkette von H￿m a3 als Ergebnis festgestellt werden,
so dass diese im gemessenen, physiologischen Bereich lag (Blomberg et al., 2003). Der
positive Ein￿uss einer S￿uregruppe auf die Sauersto￿spaltung konnte auch an einfachen
Modellsystemen nachgewiesen werden (Chang et al., 2003). Da der A→ PM-￿bergang
nicht mit einer Ladungsverschiebung durch den K-Kanal einhergeht (Jasaitis et al., 1999),
m￿sste bei der Richtigkeit dieser Vorstellung das Proton schon im Kanal lokalisiert sein.
Das zus￿tzliche Proton ist jedoch nicht nur f￿r den ￿bergangszustand der Sauersto￿-
spaltung von Bedeutung, sondern auch um das reduzierte H￿m a3 zu stabilisieren, das
erst Sauersto￿ binden kann. Der stabilisierende Ein￿uss von K354 auf den R-Zustand von
H￿ma3 kann mit Hilfe der K354M-Mutante beobachtet werden. Die Mutante weist in ihrer
isolierten Form einen betr￿chtlichen Anteil an reduziertem H￿m a auf. Der Grund hierf￿r
ist, dass eine weiterf￿hrende Reduktion nicht mehr m￿glich ist und der Zustand mit redu-
ziertem H￿ma f￿r das Enzym wie eine Falle wirkt, in der sich die COX-Molek￿le sammeln.
W￿hrend das erste Proton noch langsam aufgenommen werden kann (vgl. auch die nied-
rigere Aktivierungsenergie f￿r die Mutante im O→E-￿bergang, Tabelle 3.1), ￿ndet dieser
Transfer im n￿chsten Schritt nicht mehr statt, da die Protonierungsstelle weggefallen ist.
Die Seitenkette des Lysinrestes stellt nicht nur die h￿chste Energiebarriere dar, sondern
tr￿gt auch betr￿chtlich bei der endergonischen Aufnahme einer positiven Ladung bei, die
wie in Abbildung 4.6(d) vorgeschlagen in einem Cluster oberhalb von K354 ￿solvatisiert￿
wird.
Der stabilisierende E￿ekt des Protons kann durch die Anwesenheit von Inhibitoren wie
Sticksto￿monoxid (NO) umgangen werden. NO besitzt eine hohe A￿nit￿t f￿r das redu-
zierte H￿ma3 (Giu￿rØ et al., 1996) und in Anwesenheit von NO wird die verlangsamte
Reduktion des binuklearen Zentrums in der K354M Mutante um einen Faktor ≥ 100 be-
schleunigt (Giu￿rØ et al., 2002). Hier erm￿glicht also die Bindungsenergie von NO eine
Reduktion des binuklearen Zentrums. Das gleiche Prinzip l￿sst sich auch als Erkl￿rung f￿r
die Bildung des MVCO-Enzyms und den Elektronenr￿ck￿uss nach Photolyse des CO her-
anziehen. Das binukleare Zentrum l￿sst sich auch ohne kompensierendes Proton durch CO
reduzieren, wenn auch in geringerem Ausma￿ (J￿nemann et al., 1997). Wie NO ￿bernimmt
hier CO den stabilisierenden Ein￿uss. Das Proton, das bei der Reduktion des binuklearen
Zentrums durch CO frei wird (s. Gl.3.4 auf S.44), kann nicht in dem Cluster aufgrund
des Fehlens der Lysinseitenkette gehalten werden. Folglich ist bei Photolyse von CO keine
Protonenabgabe ￿ber den K-Kanal zu beobachten (Sigurdson et al., 2002). Die Abwesen-
heit eines PR-Zustandes bei der Reaktion mit Sauersto￿ und des F’-Zustandes bei der
Reaktion mit H2O2 folgt derselben Argumentation f￿r die K354M Mutante: Bei Fehlen
der Lysinseitenkette werden diese Zust￿nde nicht mehr stabilisiert und das so entstandene
Intermediat reagiert viel schneller mit einem weiteren Elektron, entweder von H￿m a oder
einem zweiten Peroxidmolek￿l.
Das konservierte Lysin ￿ndet sich nicht in der ba3-Oxidase aus Thermus thermophilus,
dennoch erfolgt auch in diesem thermophilen Enzym Protonentransfer im O→E-￿bergang.
Abbildung 4.7 vergleicht die Struktur des K-Kanals der Oxidasen aus Paracoccus denitri￿-
cans und Thermus thermophilus (Ostermeier et al., 1997; Soulimane et al., 2000). W￿hrend
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(a) aa3-Oxidase (b) ba3-Oxidase
Abbildung 4.7.: Vergleich des K-Kanals aus der Oxidase von Paracoccus denitri￿cans (PDB 1AR1)
(a) und von Thermus thermophilus (PDB 1EHK) (b). Die homologen Aminos￿uren, die am
Protonentransport beteiligt sind, sind in den beiden Strukturen bezeichnet. Als lila Kugel ist
CuB mit dem dahinter liegenden H￿m a3 zu sehen.
die Hydroxylgruppe der Seitenkette von H￿m a3 und das Tyrosin am binuklearen Zentrum
konserviert sind, ￿nden sich Unterschiede bei den beiden anderen am Protonentransport
beteiligten Aminos￿uren. Aus dem Threonin T351 wird im thermophilen Enzym ein Serin
S309 und das Lysin K354 wird zum Threonin T312. F￿r einen funktionellen Protonentrans-
fer vom T312 zum S309 wurde hier f￿r das bakterielle Enzym eine Konformations￿nderung
von der Seitenkette von K354 und eine Ausbildung einer Wasserkette vorgeschlagen, der die
beobachtete Aktivierungsenergie zugeschrieben wurde. Die k￿rzere Seitenkette des T312
k￿nnte hier eine ￿hnliche Funktion ￿bernehmen, die die Ausbildung einer Protonen lei-
tenden Struktur kontrollierte und zu einer vergleichbaren Aktivierungsenergie f￿hrte, wie
es hier in den elektrometrischen Messungen beobachtet wurde. Hierbei k￿nnte zus￿tzlich
die Seitenkette von Y244, das im Enzym aus Paracoccus denitri￿cans ein Phenylalanin
F287 entspricht, als Protonen leitendes Element mit seiner Hydroxygruppe am Phenylring
eingreifen und somit die geringere konformationelle Reichweite des T312 ausgleichen.
4.1.4. Modell des katalytischen Zyklus und seine Implikationen
Zum Schluss soll das Modell des stabilisierenden Ein￿usses des Protonenclusters im K-
Kanal in ein spekulatives Reaktionsmodell der Cytochrom c Oxidase eingebettet werden.
Es folgt dem Prinzip der Elektroneutralit￿t im Proteininneren mit niedriger Dielektrizi-
t￿tskonstante, das zum Ladungsausgleich der Elektronen durch Aufnahme von Protonen
f￿hrt. Dieses Prinzip ist in vielen Modellen angewendet worden und insbesondere von
Rich et al. (1998) und Michel (1999) betont worden. Weiterhin ist Elektronentransfer von
H￿ma auf H￿ma3 an Protonentransfer ausgehend von E278 zur Pumpstelle oberhalb der
H￿mkofaktoren gekoppelt. Belevich et al. (2006) wiesen durch elektrometrische und spek-
troskopische Messungen diese Kopplung nach, die ebenfalls schon in vielen Modellen ent-
halten war. Der Protonenakzeptor oberhalb der H￿mgruppen ist hier mit H326, einem
CuB-Liganden, angegeben, wie es in DFT (density functional ) Berechnungen gezeigt wor-
den ist (Popovi¢ et al., 2005). Dies entspricht jedoch einer vereinfachten Darstellung, denn
am Transfer des Protons und seiner Stabilisierung sind eine Reihe von Gruppen betei-
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Abbildung 4.8.: Reaktionszyklus der Cytochrom c Oxidase unter Ber￿cksichtigung der besonderen Rolle und des
stabilisierenden Ein￿usses des K-Kanals. Die einzelnen Intermediate sind mit den ￿blichen Buchstaben be-
nannt, einzelne Aminos￿uren mit Bedeutung f￿r den Zyklus sind angegeben. Die Hydroxygruppe der Farnesyl-
ethylseitenkette von H￿m a3 ist ebenso dargestellt wie die Carboxygruppe des Glutamates E278. Elektronen-
transfer zwischen den H￿mgruppen wird von Protonentransfer von E278 zu einer Pumpstelle begleitet ( ···).
Diese ist hier mit dem CuB-Liganden H326 angedeutet, kann aber mehrere Gruppen umfassen. Ebenso ist das
Protonencluster oberhalb von K354 angezeigt ( ···) mit dem Proton auf der Hydroxygruppe. Auch hier muss
von einer Delokalisierung der Ladung ausgegangen werden. Einzelheiten zum Modell ￿nden sich im Text.
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ligt, wie in verschiedenen Studien schon nachgewiesen wurde: das konservierte Argininduo
R473 & R474 (Mills et al., 2005; Puustinen and Wikstr￿m, 1999), die Propionatseiten-
ketten der H￿me (Behr et al., 1998, 2000), R54 (Kannt et al., 1999) oder W164(Ribacka
et al., 2005). Gemein ist diesen Gruppen eine starke elektrostatische Wechselwirkung un-
tereinander (Kannt et al., 1998a), die essentiell f￿r den Mechanismus der COX ist.
Reduktive Phase: Der O→E-￿bergang wurde schon im obigen Abschnitt behandelt. Wich-
tig bleibt festzustellen, dass im E-Zustand das Elektron zwischen Cu A und H￿ma verteilt
bleibt, w￿hrend das aufgenommene Proton am CuB lokalisiert ist. Die Ladungstrennung
in der Membranhorizontalen kann durch die polaren H￿mgruppen, Wassermolek￿le oder
Proteindipole stabilisiert werden, was einer Erh￿hung der e￿ektiven Permittivit￿t p ent-
spr￿che (Schutz and Warshel, 2001). Das zweite Elektron f￿hrt nach Aufnahme auf CuA zu
einem antikooperativen E￿ekt mit H￿m a zwischen diesen beiden reduzierten Kofaktoren.
Durch das Absenken des Mittelpunktpotentials von H￿m a kommt es zum Elektronentrans-
fer ins binukleare Zentrum. Dabei kommt es zur transienten Deprotonierung von E278 mit
Protonenabgabe zur Pumpstelle. Protonenaufnahme via den K-Kanal f￿hrt zur Aussto￿ung
des zu pumpenden Protons und der Bildung des Protonenclusters, der haupts￿chlich ￿ber
die zus￿tzliche negative Ladung am CuB stabilisert wird. Elektronentransfer auf H￿m a
und Reprotonierung von E278 beenden den E→R-￿bergang.
Im Unterschied zu vorherigen Modellen wird auch im R-Zustand das Elektron auf H￿m a
und nicht auf H￿m a3 vermutet. In Elektronenr￿ck￿ussexperimenten nach CO-Photolyse
vom MVCO-Enzym ist ein betr￿chtlicher Elektronentransfer von H￿m a3 nach H￿ma zu
beobachten (Verkhovsky et al., 2001b), woraus sich zumindest ein ￿hnlich hohes Mittel-
punktpotential f￿r H￿m a wie f￿r H￿ma3 ableiten l￿sst. Die Bindung von Sauersto￿ wirkt
wie eine Elektronenfalle f￿r den Elektronentransfer auf H￿m a3 (Intermediat A, s.u.). Die
Wassermolek￿le, die an die Kofaktoren des binuklearen Zentrums gebunden sind, m￿ssen
ebenfalls in diesem Schritt freigesetzt oder verschoben werden. Aufgrund ihrer langen Ver-
weilzeit im binuklearen Zentrum in Molekulardynamikrechnungen wurde auch ￿ber ihre
Rolle in der anschlie￿enden Sauersto￿spaltung spekuliert (Zheng et al., 2003; Wikstr￿m
et al., 2005). Dies steht auch im Einklang mit der oben erw￿hnten Rolle eines zus￿tzlichen
Protons im binuklearen Zentrum, das die Aktivierungsbarriere f￿r die Sauersto￿spaltung
betr￿chtlich senkt (Blomberg et al., 2003).
Oxidative Phase: Ausgehend vom R-Zustand f￿hrt die Sauersto￿bindung zum Elektronen-
transfer nach H￿m a3, der wieder mit Deprotonierung von E278 verkn￿pft ist. Die anschlie-
￿ende Spaltung der Sauersto￿bindung erfolgt in einem Schritt, der zum Ferrylzustand am
H￿ma3 und dem Tyrosinradikal am Y280 f￿hrt (f￿r eine Diskussion des Radikals siehe
Budiman et al., 2004). Der so gebildete PM-Zustand ist sehr instabil mit einem zu pum-
penden Proton an der Pumpstelle und einem deprotonierten E278. Die Deprotonierung von
E278 oder eine gro￿e strukturelle Ver￿nderung wurde auch aus FT-IR Di￿erenzspektren
am Wildtyp und der E278Q-Mutante geschlossen (Nyquist et al., 2003; Iwaki et al., 2004).
Die Bildung PM-Zustandes ist stark pH-abh￿ngig und er ist nur bei hohem pH zu beob-
achten, denn Erniedrigung des pH-Wertes f￿hrt zur Reprotonierung der S￿uregruppe von
E278 und Freisetzung des gepumpten Protons (F’-Zustand). Der n￿chste Elektronentrans-
fer f￿hrt zur Wiederherstellung des Y280 mit derselben Abfolge: Reduktion von H￿m a
mit Aufnahme des kompensierenden Protons, Transfer ins binukleare Zentrum (auf das
Tyrosinradikal) mit Protonentransfer von E278 zur Pumpstelle und Reprotonierung von
E278. Hier kann es auch zum ausschlie￿lichen Protonentransfer via des D-Kanals kom-
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men, d.h. sowohl chemisches als auch gepumptes Proton werden ￿ber den D-Kanal aufge-
nommen. Da die K-Kanalmutanten weiterhin Peroxidaseaktivit￿t besitzen und somit den
oxidativen Teilzyklus durchlaufen k￿nnen, muss es einen Mechanismus geben, der die Pro-
tonen nach E278 Richtung Pumpstelle und binukleares Zentrum verteilt. Hierf￿r wurde
die transiente Ausbildung von Wasserketten zu den unterschiedlichen Bestimmungsorten
vorgeschlagen, die unter der Kontrolle des elektrischen Feldes zwischen den H￿men steht
(Wikstr￿m et al., 2003). Der F→O-￿bergang verl￿uft in ￿hnlicher Weise und f￿hrt zur
Reduktion des Ferrylzustandes und anschlie￿ender Protonierung.
Zusammenfassung: Die Cytochrom c Oxidase besitzt ein einzigartiges Arrangement ihrer
Kofaktoren, die ihr ihre Funktionalit￿t erm￿glichen:
￿ Durch drei Redoxkofaktoren in der Mitte des Membrandielektrikums k￿nnen La-
dungstransporte an unterschiedlichen Stellen kompensiert werden: So wird die Re-
duktion von H￿m a am binuklearen Zentrum mit einer positiven Ladung ausgeglichen,
die an CuB oder im K-Kanal lokalisiert ist.
￿ Der K-Kanal stabilisiert negative Ladung und dient w￿hrend der Sauersto￿chemie als
Protonenreservoir f￿r eine schnelle Spaltung der Sauersto￿bindung. Wahrscheinlich
verweilt dieses Proton im R-Zustand nicht auf der Hydroxylgruppe der Farnesylethyl-
seitenkette von H￿m a3, dessen pKs-Wert zu hoch w￿re, sondern be￿ndet sich in dem
vorgeschlagenen Cluster. Elektronentransfer f￿hrt zur Generierung von Intermediaten
mit formal erniedrigtem pKs-Wert, was zur anschlie￿enden Protonierung f￿hrt. Die
Energie der Sauersto￿reduktion wird in Zust￿nden mit hohem Mittelpunktpotential
gespeichert, wovon das cuprische CuB eines ist (E→R-￿bergang ). Wie eine Kurz-
schlussreaktion eines Protons in diesem Cluster vermieden werden kann, ist bisher
unklar.
￿ Ein wichtiger Punkt ist die starke Kopplung von Elektronentransfer zwischen den bei-
den H￿men mit Protonentransfer von E278 zur Pumpstelle, f￿r die es verschiedene
Erkl￿rungsmuster gibt: Der Elektronentransferrate zwischen den beiden H￿mgrup-
pen l￿sst sich mit einem nichtadiabatischen Elektronentransfer (s. S.97) beschreiben.
Die aufgrund der geringen Distanz zu erwartende Transferrate wurde auch experi-
mentell im reversen Prozess best￿tigt (Pilet et al., 2004) und die Reorganisations-
energie f￿r diesen Prozess mit λ = 0,2eV bestimmt (Jasaitis et al., 2005). Der hieran
gekoppelte Protonentransfer kontrolliert die Transferrate, so dass sie insgesamt um
Gr￿￿enordnungen langsamer verl￿uft. So k￿nnte wie vorgeschlagen (Siegbahn et al.,
2003) Reduktion von H￿m a3 mit der Protonierung einer Propionatseitenkette von
H￿ma3 einhergehen. In der Literatur sind verschiedene Formen der Kopplung disku-
tiert worden (Cukier and Nocera, 1998; Cherepanov et al., 2001; Hammes-Schi￿er,
2001), die die Rolle der Medium- oder Proteinrelaxation als starken Ein￿uss auf die
Kinetik betonen, und es wird interessant in der Zukunft sein, weitere Faktoren f￿r
die COX zu bestimmen.
￿ Medvedev et al. (2005) beleuchteten das Problem von Kurzschlussreaktionen im Zu-
sammenhang mit einem ￿hnlichen Modell und verdeutlichten die M￿glichkeit einer
kinetischen Kontrolle ￿ber den Pumpmechanismus. Was hier als strenge Kopplung
zwischen dem Elektronentransfer zwischen den H￿men und der Protonenbewegung
bezeichnet wurde, schl￿gt sich kinetisch in der Forderung nieder, dass die Pumpstelle
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beladen werden muss, bevor Protoneneintritt ins binukleare Zentrum (chemisches
Proton) statt￿ndet. F￿r das zu pumpende Proton bedeutet dies, dass die h￿chste
Energiebarriere nicht auf dem Reaktionsweg zur Pumpstelle liegen kann, sondern
nachgeschaltet sein muss, wie z.B. der Austritt des Protons aus dem Protein (Gut-
man and Nachliel, 1990).
Aus elektrometrischen und pH-Messungen kamen Verkhovsky et al. (1999b) zu dem
Schluss, dass sich je zwei gepumpte Protonen auf den reduktiven und den oxidativen Teil-
zyklus verteilen. Diese Interpretation wurde sp￿ter dahin weiterentwickelt, dass nach voll-
st￿ndiger Reduktion und Oxidation der COX im anschlie￿enden reduktiven Teil je ein
Proton im O→E-￿bergang und im E→R-￿bergang gepumpt wird (Bloch et al., 2004).
Der Startzustand f￿r diese Messungen (Red-CO) ist jedoch arti￿ziell und f￿hrt zu einer
ver￿nderten Protonenaufnahme. Im Enzym aus Paracoccus denitri￿cans werden bei an-
aerober Reduktion des oxidierten Zustandes ∼ 3 Protonen aufgenommen (Forte et al.,
2004). Mit dem Hydroxidion und dem Cluster im K-Kanal ￿ die K-Kanalmutante K354M
nimmt tats￿chlich ∼ 1 Proton weniger auf ￿ sind zwei Protonenakzeptoren identi￿ziert. Die
dritte Protonenaufnahme durch die exogene Reduktion k￿nnte zu einer unterschiedlichen
Elektronenverteilung im anschlie￿enden reduktiven Teilzyklus f￿hren, so dass es hier schon
im O→E-￿bergang zu einem Elektronentransfer ins binukleare Zentrum mit gekoppeltem
Protonenpumpen kommt. Die Betonung liegt hier jedoch auf der Tatsache, dass durch die
anaerobe Reduktion ein hochenergetischer Zustand gescha￿en wird, der nach Oxidation
mit Sauersto￿ instabiler Natur ist. Formal entspricht der oxidierte Zustand der gepulsten
Form. F￿r das Enzym aus Paracoccus denitri￿cans wurde hier beobachtet, dass die so ge-
wonnene Spezies in den urspr￿nglich oxidierten Zustand ￿ber der Zeit relaxiert. ￿ber die
Natur dieses Zustandes kann nur spekuliert werden, auch ob sie im physiologischen Zyklus
der Cytochrom c Oxidase vorkommt und eine Rolle spielt.
4.1.5. Der D-Kanal und die N131D-Mutante
Einen Hinweis auf die Kopplung von Elektronen- und Protonentransfer sollten die elektro-
metrischen Messungen an der N131D-Mutante im D-Kanal geben, die normale Sauersto￿re-
duktion bei gleichzeitiger Abwesenheit von Protonenpumpen aufweist. Hier verhielt sich
diese Variante jedoch wie die klassische D-Kanalmutante D124N, die zu einer betr￿chtlichen
Blockade des Protonenkanals f￿hrt (6% Restaktivit￿t). Insbesondere im F →O-￿bergang,
in dem sowohl das chemische Proton als auch das gepumpte Proton ￿ber den D-Kanal
aufgenommen werden, sollte eine Protonenphase in den Spannungssignalen sichtbar sein.
F￿r das Enzym aus Rhodobacter sphaeroides wurde diese auch beobachtet (Siletsky et al.,
2004), w￿hrend hier das Enzym aus Paracoccus denitri￿cans nur eine schnelle Phase zeigte.
Eine einfache Erkl￿rung besteht in der Darstellung des F-Zustandes mit H 2O2. Hier-
bei werden im F-Zustand drei Protonen aufgenommen (Konstantinov et al., 1992; Mitchell
et al., 1992b). Das vierte Proton der zwei H2O2-Molek￿le wird freigesetzt. Bei den Messun-
gen hier handelt es sich um Enzyme aus zwei verschiedenen Bakterien, und sie wurden bei
leicht unterschiedlichen pH-Werten durchgef￿hrt (pH 7,4 f￿r Paracoccus denitri￿cans vs.
pH8,0). Aufgrund dieser Unterschiede kann es zu einer Zur￿ckhaltung des vierten Protons
im binuklearen Zentrum kommen, so dass hier im F→O-￿bergang tats￿chlich keine zus￿tz-
liche Phase zu beobachten w￿re. Alternativ kann auch ein schneller Protonentransfer in das
binukleare Zentrum nicht ausgeschlossen werden. Im Enzym aus Rhodobacter sphaeroides
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wurde eine im Vergleich zum Wiltyp beschleunigte Reoxidation von H￿m a beobachtet, die
der Zeitkonstante der schnellen elektrometrischen Phase entsprach. Da Elektronentransfer
in das binukleare Zentrum an Protonentransfer auch in der Mutante im F→O-￿bergang
gekoppelt ist (normale Sauersto￿reduktion), liegt vielleicht ein Grund f￿r das entkoppelnde
Verhalten in einem beschleunigten Protonentransfer in das binukleare Zentrum. Der E￿ekt
der Mutation w￿re kinetischer Natur: F￿r eine Entkopplung muss der Protonentransfer ins
binukleare Zentrum schneller erfolgen als der des zu pumpenden Protons.
Namslauer et al. (2003) schlugen als Grund eine elektrostatische Wechselwirkung zwi-
schen N131D und E278 vor, die zu einer verlangsamten Protonenabgabe an die Pumpstelle
aufgrund einer apparenten pKs-Erh￿hung f￿hrt. Elektrostatische Berechnungen von Olkho-
va et al. (2005) wiesen hingegen eine sehr geringe Coulombwechselwirkung zwischen diesen
beiden Aminos￿ureresten nach. Viel gr￿￿er war diese hingegen mit dem Eingang des D-
Kanals wie dem Aspartat D124. Der E￿ekt der Mutante liegt also viel eher in der Aufnahme
von Protonen und der Ausrichtung von Wassermolek￿len f￿r einen e￿zienten Protonen-
transfer. Damit in Einklang steht auch der Vorschlag von Olsson et al. (2005), die aus
theoretischen Berechnungen einen konzertierten Protonentransfer ￿ber E278 vorschlugen.
Bei St￿rung wie in der N131D Mutante kann dieser nicht erfolgreich verlaufen, Protonen-
transfer zur Pumpstelle ￿ndet nicht statt. Xu and Voth (2005) wiesen in Simulationen eine
m￿gliche Aufenthaltsstelle von Protonen im D-Kanal zwischen E278 und N131 (S192 &
S192 in Paracoccus denitri￿cans) in Abh￿ngigkeit der Protonierungszust￿nde dieser beiden
Aminos￿uren nach. So konnte ein Proton in diese zweite Bindungsstelle bei protoniertem
E278 transportiert werden. Ein m￿gliches Szenario f￿r die Entkopplung dieser wichtigen
Mutante beinhaltet also die Abwesenheit eines m￿glichen konzertierten Protonentransfers
von D124 ￿ber E278 zur Pumpstelle aufgrund der St￿rung in der Protonentransferkette
(kinetischer Defekt), w￿hrend Protonentransfer zu einer zweiten Stelle weiterhin m￿glich
ist und somit ein chemisches Proton in f￿r einen intakten Zyklus der Sauersto￿chemie
bereit gestellt werden kann. Die Erkl￿rung liefert auch einen ersten Einblick, warum eine
Mutation am Eingang des D-Kanals (D124N) einen so dramatischen Ph￿notyp mit einer
fast kompletten Inaktivierung aufweist. F￿r den D-Kanal ist die elektrostatische und ener-
getische Bescha￿enheit also schon eingangs von gro￿er Wichtigkeit, wo der K-Kanal noch
eine gr￿￿ere Robustheit aufweist. Experimentell wurde dies auch in einer sehr informativen
Untersuchung von Br￿nden et al. (2006) an der Doppelmutante D124N/N131D best￿tigt.
Diese ist wieder in der Lage, wenn auch vermindert, Protonen ￿ber der Membran zu pum-
pen. Die ung￿nstige Wechselwirkung zwischen den Positionen 124 und 131, die in den
Einzelmutanten vorliegen, kann hierdurch also zum Teil ausgeglichen werden. Beide Ami-
nos￿urereste besitzen bei unterschiedlicher Lokalisation im D-Kanal einen gro￿en Ein￿uss
auf den Protonentransport ￿ber E278.
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4.2. Die Quinol-Fumarat Reduktase
Ziel dieser Arbeit war die schnelle Aktivierung der QFR mit Hilfe eines gesch￿tzten Sub-
strates, caged Fumarat, das nach Lichtanregung zur Freisetzung von Fumarat f￿hrt. W￿h-
rend das Substrat erfolgreich synthetisiert werden konnte, machte die Photochemie bei
der Freisetzungswellenl￿nge eine funktionale Untersuchung leider unm￿glich. Bei 308nm
besitzen einige chromophore Gruppen eine betr￿chtliche Absorption, die Eisen-Schwefel-
Zentren, die H￿mgruppen, das FAD oder die verwendeten Menaquinole. Wie in den spektro-
skopischen Messungen gezeigt, f￿hrt diese Komposition nicht nur zur transienten, sondern
auch station￿ren Photoreduktion der QFR, die die zu beobachtenden Signale ￿berlagert
(s. Abb.3.25 auf S.64). Zwar konnten in den zeitaufgel￿sten spektroskopischen Messungen
die Artefakte minimiert werden, indem Dithionit als exogenes, arti￿zielles Reduktionsmit-
tel eingesetzt wurde, in den elektrometrischen Messungen waren jedoch die Spannungs-
artefakte an der Membran weiterhin zu gro￿ (Abb.3.27 auf S.66). Diese Artefakte sind
stark wellenl￿ngenabh￿ngig und nehmen im roten Spektralbereich deutlich ab: So konn-
te durch Verwendung von Licht der Wellenl￿nge von 345nm die Gr￿￿e der betrachteten
Signale um die H￿lfte gesenkt werden. Bei 450nm waren schon vernachl￿ssigbar kleine Ar-
tefakte vorhanden, die eine Untersuchung zulie￿en. Hier ￿ndet allerdings keine Photolyse
des Substrates mehr statt. Aus dieser Wellenl￿ngenabh￿ngigkeit kann gefolgert werden,
dass weder die H￿mgruppen noch das FAD die urspr￿nglich absorbierende Gruppe ist.
M￿glich erscheint daher eine Beteiligung entweder der verwendeten Quinolsubstrate oder
der Eisen-Schwefel-Zentren der QFR. Letztere besitzen eine breite charge-transfer Ban-
de vom Eisen auf die koordinierenden Cysteinliganden, Fe→S, die sich mit zunehmender
Extinktion vom sichtbaren in den ultravioletten Bereich erstreckt (Beinert, 2002).
Um die Artefakte der photochemischen Reaktionen zu vermeiden, sind verschiedene
Strategien denkbar, die im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht worden sind, f￿r ei-
ne Ankn￿pfung an die kinetischen Untersuchungen der QFR jedoch hilfreich sein k￿nn-
ten. Alternativ zu den Menaquinolen lie￿e sich die QFR zumindest auch teilweise mit
einem ￿berschuss an Ubiquinol reduzieren. Aufgrund der selektiven Anregung durch die
Fumaratfreisetzung w￿re eine Synchronisierung einer Reaktion zu erreichen. Nachteilig wir-
ken sich hier jedoch die ung￿nstigen Mittelpunktpotentiale der Substrate aus, E0
0(Fuma-
rat/Succinat)=30mV und E0
0(UQH2/UQ)=80mV (Lemma et al., 1991). Weiterhin k￿nnte
eine gesch￿tzte Verbindung, die sich im sichtbaren Bereich photolysieren lie￿e, die Proble-
matik der Photochemie umgehen. K￿rzlich wurde eine neue Schutzgruppe, ein Coumarin-
derivat, erfolgreich in biologischen Studien f￿r die Freisetung von cyclischen Nukleotiden
eingesetzt (Hagen et al., 2001, 2003). Diese Verbindungen zeichneten sich durch eine schnel-
le und e￿ziente Freisetzung aus, und vor allem konnten sie bei 400nm photolysiert werden.
Die Coumaringruppe kann auch f￿r die Kopplung an S￿uregruppen verwendet werden. F￿r
Glutamat konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung mit einer Zeitkonstante von 3 ￿s bei
einer Quantene￿zienz von 0,11 statt￿ndet (Shembekar et al., 2005). Zusammen mit einer
hohen Extinktion im sichtbaren Bereich (∼12mM-1·cm-1 bei 400nm) ist diese Schutzgrup-
pe ein geeigneter Kandidat f￿r die Verwendung von Fumarat in kinetischen Studien an der
QFR.
Abbildung 4.9 zeigt in einem Synthesevorschlag die m￿gliche Verwendung der neuen
DECM-Schutzgruppe. Alle Edukte sind leicht zug￿nglich und die Chemie ist der f￿r das
hier synthetisierte caged Fumarat sehr ￿hnlich. Mit seinen Eigenschaften, der schnellen
Freisetzung im sichtbaren Bereich, w￿re es f￿r kinetische Studien an der QFR geeignet,
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Abbildung 4.9.: Synthesevorschlag f￿r ein neues caged Fumarat: 7-N,N-Diethylamino-4-Methyl-Cou-
marin (DECM, 1) wird zun￿chst zweistu￿g an der Methylseitenkette funktionalisiert durch Oxi-
dation mit Selendioxid und Reduktion durch Borhydrid. Der so entstandene Alkohol ( 2) wird mit
tert-Butylfumars￿ure, einem Zwischenprodukt der Synthese von caged Fumarat (s. Anhang A.1
auf S.155), mit Hilfe des Kopplungsreagenzes Dicyclohexylcarbodiimid verestert, und es wird das
Produkt mit der tert-Butylschutzgruppe erhalten (3). Nach Abspaltung der Schutzguppe mit
Tri￿uoressigs￿ure (TFA) ist das gew￿nschte caged Fumarat2 dargestellt ((7-N,N-Diethylamino-
coumarin-4-yl)-Methylfumars￿ure, 5). Photolyse bei 400nm f￿hrt zur Freisetzung des Substrates
Fumarat 6.
insbesondere da nicht gekl￿rt ist, ob die Freisetzungsrate des Fumarates aus der hier ver-
wendeten gesch￿tzten Verbindung ausreichend ist, um transiente Bewegungen innerhalb
der QFR zu detektieren.
4.3. Der bc1-Komplex
Bez￿glich kinetischer Messungen am bc1-Komplex wurden hier die ersten Grundlagen f￿r
die Etablierung eines Messsystems gescha￿en. Die erfolgreiche Synthese von Ru 2Q erm￿g-
licht nun schnelle transiente Messungen an der BLM, wie an der Cytochrom c Oxidase als
bekanntes Modellsystem gezeigt. Die ersten Spannungssignale konnten schon erhalten wer-
den, allerdings handelt es sich, wie schon erw￿hnt, um vorl￿u￿ge Ergebnisse. Insbesondere
die Adsorption der hydrophoben Substanzen, Quinole und Inhibitoren, an die Messk￿vette
stellen experimentelle Probleme dar, die noch weiter zu er￿rtern sind. Von gro￿er Bedeu-
tung f￿r die elektrometrischen Messungen stellen sich noch zwei weitere Punkte heraus,
die noch im Einzelnen diskutiert werden sollen, da sie wesentlichen Ein￿uss auf die beob-
achteten Signale und ihre Interpretation besitzen: der Ausgangszustand des bc1-Komplexes
und die Di￿usion der Quinole. Bisher ist eine Zuordnung f￿r die elektrogenen Vorg￿nge
unter den Bedingungen der Photooxidation oder Photoreduktion mit organometallischen
Rutheniumkomplexen nicht erfolgt. Die meisten bekannten Daten basieren auf Messun-
gen an Chromatophoren, in denen die Reduktions- und Oxidations￿quivalente von licht-
aktivierten Reaktionszentren bereitgestellt werden. Hinsichtlich der elektrogenen Signale
bestehen Unterschiede in der Literatur. In Klishin et al. (2002) ist die Reduktion von H￿m
bH nicht elektrogen und schneller als die Rereduktion von H￿m c1. Ladungstransfer wird
durch die Oxidation von H￿m bH kontrolliert, die daraufhin zur Freisetzung der gebunde-
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nen Protonen aus der Quinoloxidation, der Bewegung des Rieske-Proteins zum Cytochrom
c1 und der Aufnahme von Protonen an der Qi-Bindungsstelle einhergehend mit der Re-
duktion des Quinons f￿hrt (Mulkidjanian, 2005). Dieser Mechanismus wird durch die Bin-
dung von Antimycin in der Qi-Bindungsstelle au￿er Kraft gesetzt. Dagegen beobachteten
Crofts et al. (2003) eine elektrogene bH-Reduktion. Die unterschiedlichen Raten f￿r Cy-
tochrom c1-Rereduktion und bH-Reduktion waren in diesem Modell nicht Ausdruck einer
Kontrolle der Qi-Bindungsstelle ￿ber die Vorg￿nge an der Qo-Bindungsstelle, sondern eine
Folge der verschiedenen Equilibria zwischen den Kofaktoren und den Bindungsseiten des
Rieske-Proteins. Dieser Mechanismus beansprucht nicht die Bedingung einer z.B. durch die
Qi-Bindungsstelle kontrollierten Freisetzung des Rieske-Proteins (s.a. Crofts et al., 2006).
Elektrometrische Messungen mit h￿herer Zeitau￿￿sung durch die Verwendung der Ruthe-
niumkomplexe k￿nnen sicher zur Diskriminierung der verschiedenen Phasen beitragen.
Ausgangszustand des bc1-Komplexes Nach Rekonstitution des bc1-Komplex in Proteo-
liposomen liegt Cytochrom c1 und wahrscheinlich auch [2Fe-2S] teilweise reduziert vor.
F￿r Photoreduktionsexperimente ist daher die Anwesenheit von Ferricyanid unerl￿sslich.
Schwieriger gestaltet sich das Einstellen des Ausgangszustandes f￿r die Photooxidations-
messungen. Neben der m￿glichen Anwesenheit eines Semiquinons in der Q i-Bindungsstelle,
kann es auch zu einer Fraktion von Molek￿len mit reduziertem Cytochrom c1 und oxidier-
tem [2Fe-2S] und einer Fraktion kommen, bei der beide Zentren reduziert vorliegen (s. Abb.
4.10). Die Rereduktion von Cytochrom c1 kann hierbei in zwei unterschiedlich schnellen
Phasen erfolgen, wie es auch spektroskopisch zu beobachten ist (Sadoski et al., 2000). Er-
schwerend kommt hinzu, dass bei der Verwendung von Ru2Q neben der Oxidationsreaktion
gleichzeitig auch Reduktion erfolgen kann in Abh￿ngigkeit der Fraktion an oxidiertem Cy-
tochrom c1. Aus den spektroskopischen Messungen mit DBH2 wurde ein Reduktionsgrad
von ∼ 70% f￿r Cytochrom c1 bestimmt.
Die Bedeutung eines kontrollierten und de￿nierten Ausgangszustandes soll anhand von
Abbildung 4.10 beleuchtet werden. Bei einem hohen Reduktionspotential durch ein gro￿es
Quinol/Quinon-Verh￿ltnis liegen der Eisen-Schwefel-Cluster und Cytochrom c1 zunehmend
reduziert vor. Dabei wird das Rieske-Protein in den Kristallstrukturen vorzugsweise in der
Konformation an Cytochrom b gefunden (Yu et al., 2002). In EPR spektroskopischen Mes-
sungen ist ein indikatives Signal f￿r eine Interaktion zwischen dem gebundenen Quinon und
dem Eisen-Schwefel-Cluster sichtbar (Darrouzet et al., 2002). Photooxidation von Cyto-
chrom c1 durch den aktivierten Ru2Q f￿hrt je nach Ausgangslage zu verschiedenen Vorg￿n-
gen. Rereduktion erfolgt durch den Eisen-Schwefel-Cluster, ein Vorgang, der schnell einsetzt
(τ ≈15-20￿s, Engstrom et al., 2002). Der Eisen-Schwefel-Cluster selbst kann ebenfalls in
verschiedenen Populationen vorliegen, was zu unterschiedlichen elektrogenen Vorg￿ngen
f￿hrt:
1. Das Rieske-Protein in der ungebundenen oder der Cytochrom c-Position wird sein
Elektron schnell auf H￿m c1 ￿bertragen und anschlie￿end durch die Quinoloxidation
in der Qo-Bindungsstelle wieder reduziert. Der erste Vorgang ist unter Umst￿nden
elektrogen, da er die Umkehr der Photoreduktion darstellt, die ein kleines Signal
erbrachte (s. Abb. 3.37(a) auf S.78). Der zweite Prozess hingegen ist sicher elektrogen
und kann durch Antimycin inhibiert werden.
2. Ist das Rieske-Protein nach der Photooxidation an der Cytochrom b-Seite gebunden
und reduziert, f￿hrt dies ebenfalls zu einer schnellen Rereduktion des Cytochrom c1.
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Abbildung 4.10.: Nach Zugabe von DBH2 kann der bc1-Komplex in verschiedenen Ausgangszu-
st￿nden vorliegen. Reduzierte Kofaktoren sind orange, oxidierte schwarz. Bei Anwesenheit von
Quinon liegen die b-H￿me von Cytochrom b (blauer Rand) oxidiert vor. Der reduzierte [2Fe2S]-
Cluster des Rieske-Proteins (gr￿ner Rand) weist eine Interaktion mit dem oxidierten Quinon in
der Qo-Bindungsstelle auf (￿). Die Fraktion an reduziertem Cytochrom c1 (roter Rand) und
[2Fe2S]-Cluster (a) ist vom Reduktionspotential abh￿ngig (EH), d.h. dem Verh￿ltnis von Qui-
nol zu Quinon. In der einfach reduzierten Spezies ( b oder c) kann die Verteilung des Elektrons
zwischen diesen beiden Kofaktoren durch den pH-Wert moduliert werden, denn das Mittelpunkt-
potential des Rieske-Proteins ist pH abh￿ngig. Zugabe von Antimycin ( d) blockiert die Oxidation
der b-H￿me, die somit ebenfalls reduziert vorliegen. In ( a) f￿hrt die Photooxidation durch Ru2Q
zur Rereduktion von Cytochrom c1 durch das Rieske-Protein (1). Die L￿sung des Rieske-Proteins
von der Cytochrom b-Seite wird eventuell von der Freisetzung von Protonen begleitet ( 2), beide
Prozesse verlaufen schnell (Mikrosekundenphase). Da 2 st￿rker zur Ladungsverschiebung als 1
beitr￿gt, besitzt auch in den Photooxidationsexperimenten die schnelle Phase ein positives Vor-
zeichen wie in der Photoreduktion. In der langsameren Phase ( 3) ￿ndet die Quinoloxidation in
der Qo-Bindungsstelle statt, die Elektronentransfer auf die b-H￿me und das [2Fe2S]-Cluster nach
sich zieht. Die Quinonreduktion in der Q i-Bindungsstelle ist mit Protonentransfer verbunden.
Ausgehend von (b) sind die beiden schnellen Prozesse nicht sichtbar. Vor der Rereduktion von
H￿m c1 muss das Rieske-Protein reduziert werden ( 1), so dass nur die langsame Phase der Qui-
noloxidation zu sehen ist (2). Bei einem oxidierten Cytochrom c1 (c) ￿nden keine elektrogenen
Vorg￿nge statt, da letztlich nur ein Elektronentransfer auf Cytochrom c1 von Ru2Q erfolgen
kann. Ein weiterer Transfer auf das reduzierte Rieske-Protein kann nicht statt￿nden. Die Situa-
tion w￿re bei einem vollst￿ndig oxidierten bc1-Komplex unterschiedlich, da hier zus￿tzlich der
[2Fe2S]-Cluster reduziert werden kann und somit das Signal der Photoreduktion zu beobachten
w￿re. Wird der bc1-Komplex zuvor durch Antimycin inhibiert (d), k￿nnen noch die schnellen
Prozesse statt￿nden (1 und 2). Sind die b-H￿me noch nicht nicht vollst￿ndig reduziert, kann es
auch zu einem Elektronentransfer durch die Quinoloxidation kommen ( 3).
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Dieser Vorgang kann ebenfalls elektrogen sein, da er mit einer Freisetzung der ge-
bundenen Protonen, welche noch aus der vorhergehenden Quinoloxidation stammen,
oder einer Relaxation des Mechanismus’, der zuvor zur elektrischen Kompensati-
on des Elektronentransfers zwischen den H￿mgruppen f￿hrte, einhergehen k￿nnte
(Mulkidjanian, 2005). Dies stellt einen kritischen Punkt dar, der den Widerspruch
aufheben kann, warum auch in den Photooxidationsexperimenten eine positive Span-
nung unabh￿ngig von der Quinoloxidation ￿ber der Membran aufgebaut wird, also
einem Elektroneneinstrom oder einem Protonenausstrom, wie er auch in den Photo-
reduktionsexperimenten statt￿ndet. So kann erkl￿rt werden, dass es in der Betrach-
tung zweier Teilprozesse im Elektronentransfer zwischen dem Eisen-Schwefel-Cluster
und H￿m c1 sowohl in der Vorw￿rts- als auch in der R￿ckw￿rtsrichtung zu einer
Ladungsverschiebung in dieselbe Richtung kommt.
3. Liegt das Rieske-Protein bei Photooxidation oxidiert vor, ist eine Quinoloxidation
in der Qo-Bindungsstelle zwingend f￿r einen weiteren Elektronentransfer auf H￿m
c1. Da diese als Raten limitierende Reaktion deutlich langsamer als die ersten beiden
Reaktionen mit reduziertem Rieske-Protein im Ausgangszustand statt￿ndet (Sadoski
et al., 2000), kann sie deutlich separiert werden.
Der Ausgangszustand mit seiner Komposition diverser Populationen kann zu einer Vielzahl
von kinetischen Phasen f￿hren. Daher wird die Kontrolle eines de￿nierten Ausgangszustan-
des f￿r die Interpretation der einzelnen Prozesse unerl￿sslich sein. Der Ein￿uss verschie-
dener Faktoren auf einzelne Phasen wird bei der Zuordnung dieser Phasen helfen: So l￿sst
sich die Elektronenverteilung zwischen H￿m c1 und dem Eisen-Schwefel-Zentrum durch
die Wahl des pH-Wertes kontrollieren (Punkt 2 & 3), das Ausma￿ der Reduktion durch
verschiedene Quinole, Menaquinole oder das Verh￿ltnis der reduzierten zu oxidierten Form
(Punkt 1) und die Reaktionen an der Qo-Bindungsstelle und der Qi-Bindungsstelle durch
eine erfolgreiche Inhibition sowohl mit Stigmatellin als auch Antimycin.
Der Raten limitierende Schritt in den BLM-Experimenten Man kann eine Absch￿tzung
versuchen, wie die e￿ektive Quinolkonzentration in den Proteoliposomen die Bindungsrate
unter der Bedingung einer di￿usionskontrollierten Reaktion beein￿usst. F￿r verschiedene
Lipidschichten wurden laterale Di￿usionskonstanten von ∼1-4×10−8 cm2 s−1 f￿r Quino-
le gemessen (Chazotte and Hackenbrock, 1988; Marchal et al., 1998). Dabei waren diese
nicht nur von der Lipidumgebung, sondern auch von der Kettenl￿nge des Quinols abh￿ngig:
Mit zunehmender L￿nge wurden erwartungsgem￿￿ auch die Di￿usionskonstanten kleiner.
Bei einer Konzentration von 40 ￿M in der lipidischen Phase erh￿lt man mit Hilfe der
Einstein-Smoluchovski Gleichung eine Zeitkonstante von ∼500￿s. Dieser Wert stellt eine
obere Grenze dar, da die geometrischen Gegebenheiten der Liposomen nicht ber￿cksichtigt
wurden, sondern die Quinole als gleichverteilt im Lipidraum angesehen wurden. Wichtig
jedoch ist die Tatsache, dass die Di￿usionszeit schnell ein Faktor bei der Bestimmung des
Raten limitierenden Schrittes werden kann. Insbesondere da aufgrund der Hydrophobizit￿t
des Te￿ons wohl eine Konkurrenz￿￿che f￿r die Bindung der Quinole anwesend ist und wie
beobachtet die Kontrolle der Quinolkonzentration sich als experimentelles Problem heraus-
stellte. Einen Ein￿uss der Quinolkonzentration auf die Aktivit￿t des bc1-Komplexes konnte
auch experimentell in Chromatophoren beobachtet werden (Snozzi and Crofts, 1984). F￿r
kinetische Messungen ist eine ausreichend hohe Konzentration an reduziertem Quinol es-
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sentiell, so dass die Bindung nicht Raten limitierend f￿r die beobachteten Prozesse der
Quinoloxidation in der Qo-Bindungsstelle wird.
Elektrometrische Messungen In den elektrometrischen Messungen, die im Rahmen die-
ser Arbeit durchgef￿hrt wurden, wurde ein spezi￿scher E￿ekt bei Anwesenheit von Qui-
nolen festgestellt. In Abwesenheit war sowohl unter reduktiven als auch unter oxidativen
Bedingungen eine schnelle Phase anwesend, die sich nicht inhibieren lie￿. Zusammen mit
den spektroskopischen Messungen wurde sie dem Elektronentransfer zwischen H￿m c1 und
dem Eisen-Schwefel-Cluster des Rieske-Proteins zugeordnet. Wie erw￿hnt, l￿sst sich das
Vorzeichen des Ladungstransfers mit der Beobachtung unterschiedlicher Teilprozesse er-
kl￿ren. Quinoloxidation f￿hrt ￿bereinstimmend mit den spektroskopischen Daten zu einer
Millisekundenphasae, die sich durch Antimycin inhibieren lie￿. Die Inhibition vergr￿￿erte
zus￿tzlich die beobachtete schnelle Phase. Antimycin bindet an der Q i-Bindungsstelle und
in seiner Anwesenheit werden die elektrogenen Prozesse von der bH-Oxidation entkoppelt
(Mulkidjanian and Junge, 1995). Nach Bindung von Antimycin kann das Enzym noch einen
halben enzymatischen Zyklus durchlaufen (Crofts et al., 1983). Dies k￿nnte ein Grund f￿r
die leichte Zunahme in der Amplitude der schnellen Phase sein, w￿hrend die physiologische
Reaktion unterlaufen wird. Kinetische Experimente mit dem bc1-Komplex stehen jedoch
erst am Anfang und f￿r mechanistische Implikationen ist es zu diesem Zeitpunkt noch zu
fr￿h. Weitere Messungen werden Klarheit in Bezug auf die Zuordnung und die Gr￿￿e der
einzelnen elektrogenen Phasen verscha￿en.
1195. Zusammenfassung
Protonen gekoppelter Elektronentransfer ist ein zentraler Bestandteil der chemiosmotischen
Theorie. Die Beschreibung seiner Natur ist aufgrund seines transienten Charakters ei-
ne komplexe Aufgabe. Elektrometrische Messungen stellen hier eine gro￿e Hilfe in der
Erfassung von Ladungsverschiebungen dar. Sie erlauben die zeitliche Beschreibung des
Elektronen- und Protonentransportes, der mit kaum einer geeigneten Methode beobach-
tet werden kann, und geben Einblick in deren molekularen Mechanismus. Diese Technik
wurde hier an drei verschiedenen Membrankomplexen der Atmungskette angewandt: der
Cytochrom c Oxidase (COX) aus Paracoccus denitri￿cans, der Quinol-Fumarat-Reduktase
(QFR) aus Wolinella succinogenes und dem bc1-Komplex aus Saccharomyces cerevisiae.
Hinsichtlich der experimentellen Vorgehensweise f￿r kinetische Untersuchungen stellte sich
ein ￿bergreifendes Problem. Neben einer schnellen Aktivierung der Enzymsysteme bedurfte
es eines de￿nierten Ausgangszustands. Ziel dieser Arbeit war das Etablieren von Bedin-
gungen, die elektrometrische Messungen am bc1-Komplex und der QFR erlauben, sowie
die Fortf￿hrung dieser Methodik am bereits vorhandenen System der COX.
Cytochrom c Oxidase Elektrometrische Untersuchungen an der COX wurden basierend
auf Vorarbeiten weitergef￿hrt. Insbesondere die Ladungsverschiebungen nach Photoreduk-
tion ausgehend vom v￿llig oxidierten Zustand r￿ckten in den Fokus. In diesem Schritt wird
ein Proton aufgenommen, w￿hrend H￿m a vom angeregten Zustand eines Rutheniumkom-
plexes reduziert wird.
Der Ausgangszustand der COX ist heterogen. Es wurde gezeigt, dass sich die f￿r das
Rinderherz angewandten Methoden zur Klassi￿zierung der heterogenen Zust￿nde der COX
nicht auf das Enzym aus Paracoccus denitri￿cans ￿bertragen lassen. So wurde die Ge-
schwindigkeit der Cyanidbindung oder der Reduktion durch Dithionit nicht von Chlorid
oder Inkubation bei niedrigem pH beein￿usst. Andererseits manifestierte sich die Pr￿senz
von mindestens zwei verschiedenen Zust￿nden in den sichtbaren Spektren der Cyanidbin-
dung und FT-IR Di￿erenzspektren der CO-Photolyse am reduzierten Enzym.
Ein Faktor, der Ein￿uss sowohl auf die Spektren als auch auf die Protonenphase in den
elektrometrischen Messungen nahm, stellte der pH-Wert dar. So f￿hrte eine Erh￿hung der
Protonenkonzentration zu einem reversiblen Verlust der Protonenphase. Der Verlust ging
einher mit einer Verschiebung der Soretbande zu k￿rzeren Wellenl￿ngen in den spektrosko-
pischen Messungen. Beide Beobachtungen wiesen einen langsamen Zeitverlauf auf (≈ 1h),
der entweder eine Protonierungsreaktion der COX oder einen konformationellen ￿bergang
widerspiegelt. Auf die Bindungskinetik von Cyanid hat er hingegen keinen Ein￿uss. Auf-
grund dieses langsamen ￿berganges kommt es zu den beobachteten Heterogenit￿ten.
Insgesamt konnte f￿r den O→E-￿bergang in den elektrometrischen Messungen nach-
gewiesen werden, dass die Protonenaufnahme unabh￿ngig von den heterogenen Formen
stattfand und diese auch nicht die Folge einer Fraktion an COX in einem teilreduzierten
Zustand war. Die Anwesenheit von Chlorid oder das vorherige Durchlaufen eines katalyti-
schen Zyklus hat auf diesen ￿bergang keinen Ein￿uss.
Der heterogene Ausgangszustand im O→E-￿bergang wurde in einem sequentiellen Mo-
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dell diskutiert. Dabei wurde auf die Diskrepanz zwischen den elektrometrischen und den
publizierten spektroskopischen Messungen hingewiesen. W￿hrend spektroskopisch die Cu A-
Oxidation und H￿m a-Reduktion in einer Phase verliefen, wurde in den elektrometrischen
Messungen eine zweite deutlich langsamere Phase f￿r den Protonentransfer beobachtet.
Ein sequentielles Reaktionsmodell f￿hrte hier zu einem Widerspruch. Die Auswirkungen
auf die Natur der Kopplung von H￿ma und dem aufgenommenen Proton wurden diskutiert.
Die Kinetik der Ladungsverschiebung wurde detailliert anhand der Temperaturabh￿n-
gigkeit und des Isotopene￿ektes untersucht. Der Elektronentransfer wurde im Rahmen der
Marcus-Theorie analysiert. Der schnelle Elektronentransfer zwischen Cu A und H￿ma basiert
auf einer geringen Reorganisationsenergie. Dieser ist unabh￿ngig von Mutationen in den
Protonenwegen und der Anwesenheit von Deuteriumoxid. Im Gegensatz hierzu konnte ein
deutlicher E￿ekt einer Mutation im K-Kanal auf die Aktivierungsenergie des Protonen-
transfers beobachtet werden. Die Daten wurden im Sinne einer Energiebarriere diskutiert,
die in einer Neuausrichtung oder Bildung einer Protonen leitenden Struktur unter der
Kontrolle eines Lysinrestes im K-Kanal liegt. Weiterhin wurde eine m￿gliche Rolle des K-
Kanals als Protonenreservoir bei Aufnahme eines weiteren Elektrons diskutiert und in den
Zusammenhang des katalytischen Zyklus gestellt.
Die Ergebnisse konnten mit den Messungen an einem thermophilen Enzym, der ba3-
Oxidase aus Thermus thermophilus, verglichen werden. Obwohl diese den Lysinrest in dem
Protonenkanal nicht besitzt, wies sie eine vergleichbare Aktivierungsenergie und Isotopen-
e￿ekt in der Protonenaufnahme auf. Aus den strukturellen Daten wurde ein Zusammen-
spiel zweier Aminos￿uren vorgeschlagen, die den Lysinrest funktionell ersetzen k￿nnen. Der
Elektronentransfer ben￿tigte dagegen eine h￿here Reorganisationsenergie der Redoxzen-
tren. Aus Vergleich mit den spektroskopischen Daten schien auch im thermophilen Enzym
die Reduktion von H￿m b mit der Aufnahme eines Protons verbunden zu sein.
Quinol-Fumarat-Reduktase F￿r eine schnelle Aktivierung der QFR wurde ein caged Fuma-
rat synthetisiert, das nach Photolyse zu einer schnellen Erh￿hung der Fumaratkonzentra-
tion f￿hrte. Die neue Substanz wurde bez￿glich einer m￿glichen Verwendung f￿r die QFR
charakterisiert. Die Freisetzung erfolgte mit einer Zeitkonstante von 100 ￿s und aktivierte
die QFR nur im photolysierten Zustand. Aufgrund der Photochemie der metallischen Ko-
faktoren in der QFR konnten jedoch keine kinetischen Messungen durchgef￿hrt werden.
Da die photochemisch induzierten Elektronenbewegungen in der QFR mit zunehmender
Wellenl￿nge abnahmen, wurde eine neue Substanz vorgeschlagen, die im sichtbaren Spek-
tralbereich gespalten werden kann.
bc1-Komplex Der bc1-Komplex kann wie die COX durch einen Rutheniumkomplex ak-
tiviert werden. Ein dimerer sowie ein an Cytochrom c gekoppelter Rutheniumkomplex
wurde hierf￿r anhand von Literaturdaten synthetisiert, und die Verbindungen wurden hin-
sichtlich ihrer Eigenschaften nach Lichtanregung charakterisiert. F￿r die elektrometrischen
Messungen wurde der bc1-Komplex in Proteoliposomen rekonstituiert, und der Ausgangs-
zustand des bc1-Komplexes unter reduktiven und oxidativen Bedingungen eingestellt. Mit
dem dimeren Rutheniumkomplex wurden elektrometrische Experimente durchgef￿hrt, die
zu zwei Phasen in der Spannungsantwort f￿hrten. Die Daten wurden zusammen mit den pu-
blizierten spektroskopischen diskutiert. Dabei wurde eine schnelle elektrogene Phase einem
Elektronentransfers zwischen H￿m c1 und dem Eisen-Schwefel-Cluster des Rieske-Proteins
zugeordnet. Eine langsamere Phase erwies sich sensitiv gegen￿ber Antimycin und spiegelt
Vorg￿nge unter der Kontrolle der Qi-Bindungsstelle wider.
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153A. Anhang
A.1. Synthese des caged Fumarates
Die Synthesebeschreibung bezieht sich auf das Reaktionsschema in Abb. 3.20 auf S. 59.
Bisher wurde eine chemische Analyse (MS, NMR, Elementaranalyse) nicht durchgef￿hrt,
sondern nur die funktionale Charakterisierung.
Darstellung von tert-Butyl-Ethylfumarat (Neises and Steglich, 1985) 7,2 g (0,05 mol)
Ethylfumarat 1 werden zusammen mit 0,5 g (4 mmol) Dimethylaminopyridin und 11,1 g
(0,15 mol) tert-Butanol in 40 ml Methylenchlorid in einem 100 ml Rundkolben (NS29)
bei Raumtemperatur gel￿st. Der Ansatz wird im Eisbad abgek￿hlt, anschlie￿end werden
11,4 g (0,055 mol) Dicyclohexylcarbodiimid innerhalb von 5 min zugegeben und mit wei-
teren 10 ml Methylenchlorid aufgef￿llt. Nach f￿nf Minuten auf Eis wird der Ansatz auf
Raumtemperatur gebracht, und es wird drei Stunden unter R￿hren inkubiert. Dabei bildet
sich schnell ein dunkelbrauner Niederschlag.
Dieser wird ￿ber einem B￿chnertrichter abgeschieden, und das Filtrat wird 2× mit je
25 ml 0,5 N HCl, danach mit 2× mit je 25 ml ges￿ttigter Bicarbonatl￿sung gewaschen. Die
organische Phase wird anschlie￿end ￿ber Natriumsulfat getrocknet und das L￿sungsmittel
im Rotationsverdampfer abgezogen. Der ￿lige R￿ckstand wird anschlie￿end fraktionierend
unter reduziertem Druck destilliert (Ausbeute 6,0 g (60 %); Lit. 76-80 %) .
Darstellung von tert-Butylfumarat (Denmark et al., 1996) Zu 4,0 g (2,5 mmol) tert-
Butyl-Ethylfumarat in 100 ml Tetrahydrofuran werden 100 ml 0,2 N LiOH gegeben und
30 min bei Raumtemperatur ger￿hrt (Anderson and Callahan, 1960). Nach Zugabe von
47 ml Methyl-tert-Butylether (MTBE) wird der Ansatz mit 2 N HCl auf pH 1 gebracht
und mit weiteren 47 ml MTBE aufgef￿llt. Anschlie￿end wird die w￿ssrige Phase 2× mit je
47 ml MTBE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 42 ml ges￿ttigter
NaCl-L￿sung gewaschen und danach ￿ber Magnesiumsulfat getrocknet. Das L￿sungsmittel
wird abgezogen und der wei￿e Feststo￿ im Exsikkator getrocknet (Ausbeute 2,9 g (67 %);
Lit. 93%).
Kopplung von CNB mit tert-Butylfumarat (Niu et al., 1996) In 10 ml Benzol werden
0,63 g (2 mmol) tert-Butyl-α-Bromo-α-(2-Nitrophenyl)acetat (das freundlicherweise von
Dr. C. Grewer zur Verf￿gung gestellt wurde) und 0,34 g tert-Butylfumarat bei Raumtem-
peratur gel￿st. Es werden 0,30 g (2 mmol) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en hinzugegeben,
woraufhin sich die L￿sung schnell lila verf￿rbt und mit der Zeit zunehmend ins Braune um-
schl￿gt. Der Ansatz wird ￿ber Nacht unter R￿ck￿uss gekocht. Nach Abk￿hlen wird der
braune Niederschlag ￿ltriert und vom Filtrat das L￿sungsmittel abgezogen. Der braune,
￿lige R￿ckstand wird in wenig Methylenchlorid aufgenommen und auf eine Kieselgels￿ule
(Varian Bond Elut FL) mit Ethylessigs￿ure/Hexan (1:8) [ V/V] chromatographiert. Die ein-
zelnen Fraktionen werden aufgrund ihres UV-Spektrums und D￿nnschichtchromatographie
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(DC) gepoolt. Das L￿sungsmittel wird abgezogen und das Kopplungsprodukt 6, (E)-But-
2-endis￿ure-tert-butoxycarbonyl-(2-nitro-phenyl)-methylester- tert-butylester, getrocknet
(Ausbeute 0,17 g (21 %)).
Caged Fumarat Die tert-Butyl-Schutzgruppen werden nun selektiv mit Tri￿uoressigs￿ure
(TFA) abgespalten. Das Kopplungsprodukt 6 wird in 1 ml Methylenchlorid gel￿st. Es
werden 1 ml TFA zugegeben und der Ansatz wird 2 h bei Raumtemperatur ger￿hrt. Das
L￿sungsmittel wird abgezogen und der R￿ckstand in 0,7 ml Methanol gel￿st. Das Produkt
wird ￿ber eine Sephadex LH20 S￿ule mit Methanol als Laufmittel gereinigt. Das Produkt
wird ￿ber sein UV-Spektrum und DC identi￿ziert, die einzelnen Fraktionen gesammelt, das
L￿sungsmittel abdestilliert und das Produkt im Exsikkator getrocknet (Ausbeute 91 mg
(73 %)).
A.2. Synthese von Ru2Q
Die Darstellung von Ru2Q richtet sich im wesentlichen nach der Vorschrift von Downard
et al. (1991) (siehe auch das Schema 3.29 auf S. ru2qsynth). Einige Abwandlungen und
hilfreiche Vorschl￿ge wurden freundlicherweise von Prof. Steels (University of Canterbury,
Neuseeland) unterbreitet.
Darstellung von Bistriphenylphosphin-Nickel(II)-Dichlorid ( Venanzi, 1958) Es werden
2,38 g (0,01 mol) Nickelchlorid in 20 ml Wasser gel￿st und anschlie￿end mit 50 ml Eisessig
verd￿nnt. Zu diesem Ansatz werden 5,25 g (0,02 mol) Triphenylphosphin in 25 ml Eisessig
zugetropft. Innerhalb von 24 h pr￿zipitieren dunkelblaue Kristalle, die ￿ltriert und mit
Eisessig gewaschen werden (Ausbeute 84 %).
Darstellung von Bistriphenylphosphin-Nickel(II)-Dibromid ( Venanzi, 1958; Iyoda et al.,
1990) 5,45 g (0,02 mol) Nickelbromid und 10,49 g (0,04 mol) Triphenylphosphin werden
in je 100 ml kochendem 1-Butanol gel￿st und anschlie￿end zusammmengef￿hrt. Bei Ab-
k￿hlung auf Raumtemperatur entstehen Kristalle, die nach Filtration und Waschen mit
1-Butanol getrocknet werden (Ausbeute 72 %).
Darstellung von 4-Chloro-2,2’-Bipyridin (Moran et al., 1986) Zu 7,8 g (0,045 mol) Bi-
pyridin-N-oxid werden 50 ml (0,535 mol) Phosphoroxychlorid langsam zugetropft (heftige
Reaktion mit Verzug). Die braune Reaktionsmischung wird weitere 18 h unter R￿ck￿uss
gekocht (115￿ C). Nach Abk￿hlen wird der Ansatz im Vakuum konzentriert. Der R￿ck-
stand wird mit Eiswasser versetzt und anschlie￿end mit 5 N Natronlauge versetzt, bis der
Ansatz alkalisch wird. Danach wird das Produkt mit 5×50ml Dichlormethan extrahiert.
Die organische Phase wird vereinigt und durch ein Bett aus Talkum (Magnesiumsilikat)
￿ltriert. Nach Abzug des L￿sungsmittels erh￿lt man einen braunen R￿ckstand, der aus den
beiden Isomeren 6-Chlorobipyridin und 4-Chlorobipyridin enth￿lt (Ausbeute 50 %).
Zur Trennung der Isomeren n￿tzt man ihre unterschiedliche F￿higkeit zur Komplexierung
zweiwertiger Ionen aus. Das braune Rohprodukt (6 g) wird in 20 ml Ethanol aufgenom-
men. Dazu gibt man 1,3 g NiCl2 in 30 ml Wasser und kocht den Ansatz f￿r f￿nf Stunden
unter R￿ck￿uss. Das L￿sungsmittel wird unter Vakuum abgezogen, und der R￿ckstand an-
schlie￿end wieder in 50 ml Wasser aufgenommen. 6-Chlorobipyridin wird durch Extraktion
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mit 3×50 ml gewonnen. Das gew￿nschte Isomer 4-Chloropyridin wird aus dem w￿ssrigen
R￿ckstand durch Zugabe von festem Kaliumcyanid (1 g) freigesetzt. Danach wird es eben-
falls mit 3×50ml extrahiert. Von den jeweiligen Ans￿tzen wird das L￿sungsmittel unter
Vakuum destilliert. Anhand der 1H-NMR Spektren l￿sst sich die Trennung anhand der
unterschiedlichen chemischen Verschiebungen der H3- und H6-Protonen leicht verfolgen.
Analyse: 4-Chlorobipyridin 1H-NMR (CDCl3): 8,73 (d), H6’; 8,61 (d), H6; 8,51 (d), H3; 8,44
(d), H3’; 7,87 (d), H4’; 7,36 (m), H5,5’. 6-Chlorobipyridin 1H-NMR (CDCl3): 8,67 (ddd),
H6’; 8,41 (d), H3’; 8,35 (dd) H3; 7,82 (d),H4’; 7,77 (t) H4; 7,35 (m) H5’; 7,32 (m), H5.
Darstellung von 2,2’:4’,4￿:2￿,2￿’-Quaterpyridin ( Iyoda et al., 1990) Zu einer L￿sung
aus 3,68 g (3,6 mmol) Bistriphenylphosphin-Nickel(II)-Dibromid und 2,7 g (10 mmol)
Triphenyl-phosphin in 25 ml Dimethylformamid werden 0,34 g (5 mmol) Zinkpulver gege-
ben. Die L￿sung wird unter Argon ger￿hrt, bis die Farbe nach rosa umschl￿gt. Daraufhin
werden 0,98 g (5,2 mmol) 4-Chlorobipyridin beigemischt, und die Suspension wird weitere
40 h bei Raumtemperatur unter Argon ger￿hrt. Von dem gr￿nen Ansatz wird das L￿sungs-
mittel unter Vakuum abgezogen. Der R￿ckstand wird in wenig Wasser aufgenommen und
zum Kochen erhitzt, bis sich ein wei￿er Niederschlag aus Triphenylphosphinoxid bildet, der
ab￿ltriert wird. Das Filtrat wird mit w￿ssrigem Ammoniumhexa￿uorophosphat titriert, bis
sich ein gelblicher Niederschlag bildet. Der Feststo￿ wird in wenig w￿ssrigem Acetonitril
(1:2, 30ml) aufgenommen und unter R￿ck￿uss mit 0,4 g Kaliumcyanid erhitzt. Nach Ab-
k￿hlen auf Raumtemperatur wird Wasser hinzugegeben, bis ein gelber Niederschlag aus-
f￿llt. Das Filtrat wurde erneut mit Cyanid extrahiert. Die vereinigten Fraktionen wurden
aus Chloroform/Methanol umkristallisiert (Ausbeute 30 %).
Analyse: 2,2’:4’,4￿:2￿,2￿’-Quaterpyridin 1H-NMR (CDCl3): 8,82 (d), H6; 8,81 (s), H3’; 8,73
(ddd), H6’; 8,48 (d), H3’; 7,85 (dd), H4’; 7,71 (d) H5’; 7,36 (ddd), H5.
Bisbipyridyl-Ruthenium(II)-Dichlorid ( Sullivan et al., 1978) In 20 ml Dimethylforma-
mid werden 2,6 g (10 mmol) Rutheniumtrichlorid (Trihydrat), 3,12 g (20 mmol) Bipyridin
und 2,8 g (60 mmol) Lithiumchlorid f￿r acht Stunden unter R￿ck￿uss erhitzt. Nach Abk￿h-
lung auf Raumtemperatur werden 250 ml Aceton zugegeben und mit Eis weiter abgek￿hlt.
Die dunkelrote Fl￿ssigkeit wird ￿ltriert und das dunkelgr￿ne Pr￿zipitat gesammelt. Der
Feststo￿ wird mit Wasser und Diethylether gewaschen und anschlie￿end getrocknet (Aus-
beute 70 %).
Darstellung von [Bis-(2,2’)-Bipyridyl-(2,2’4’,4￿2￿,2￿’) -Quaterpyridin-Ruthenium-(II)]-
Tetrahexa￿uorophosphat (Steel and Constable, 1990) Bisbipyridyl-Ruthenium(II)-Di-
chlorid (1,56 g; 3,2 mmol) wird eine Stunde in einem Ethanol/Wasser-Gemisch (3:1) unter
R￿ck￿uss gekocht. Darauf wird der Ligand Quaterpyridin (0,5 g; 1,6 mmol) zugegeben und
der Ansatz weitere sechs Stunden unter R￿ck￿uss gekocht. Der Ansatz wird auf Raum-
temperatuir gebracht und ￿ltriert. Anschlie￿end wird das L￿sungsmittel unter Vakuum
abgezogen. Der R￿ckstand wird in wenig Wasser aufgenommen und das Produkt durch
Einf￿hrung von Ammoniumhexa￿uorophosphat gef￿llt. Nach Filtration wird das Rohpro-
dukt in Acetonitril aufgenommen und durch langsames Einf￿hren in Diethylether erneut
gef￿llt (Ausbeute 65 %).
Analyse: Elementaranalyse C60H46F24N12P4Ru2. berechnet C 41,97 %, H 2,70 %, N 9,79
%. gefunden C 41,49 %, H 2,98 %, N 9,29 %. m/z (%): [Ru2Q (PF6)2]2+ 713,46 (100);
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([Ru2Q (PF6)2]2+-e-) 476,2 (3,4); [Ru2Q (PF6)]3+] 427,25 (63,01); ([Ru2Q (PF)6]2+]+e-)
641,01 (4,0); ([Ru2Q ]4+]+e-) 378,59 (44,3); ([Ru2Q ]4+]+2 e-) 568,64 (1,6).
A.3. Synthese von Ru(bpz)2dmbpy und Rubpz-H39C-Cc
Die Synthese richtet sich im Wesentlichen nach der Vorschrift in Engstrom et al. (2003).
Die Nummern der einzelnen Zwischenstufen beziehen sich auf das Reaktionsschema in
Abbildung 3.32 auf S. 72.
Darstellung von 4-Formyl-4’-Methyl-2,2’-Bipyridin 2 ( Geren et al., 1991) Vier Gramm
(0,022 mol) 4,4’-Dimethyl-2,2’-Bipyridin 1 werden in 200 ml Dioxan gel￿st. Nach Zugabe
von 4 g Selendioxid (0,036 mol) wird die L￿sung f￿r 36 h unter R￿ck￿uss erhitzt. Die
gelbe L￿sung wird ￿ltriert, um den schwarzen Niederschlag zu entfernen. Danach wird das
L￿sungsmittel unter Vakuum abgezogen und der R￿ckstand in Chloroform aufgenommen.
Der schwarze Niederschlag, Selennebenprodukte, wird durch Filtration entfernt und das
L￿sungsmittel verdampft. Dieser Vorgang wird wiederholt, bis sich kein schwarzer Nieder-
schlag mehr bildet (2-3 Mal; Ausbeute 85%).
Analyse: 1H-NMR (CDCl3): CH3 2,45 ppm; CHO 10,19 ppm; aromatische 7,16-8,98.
Darstellung von 4-Hydroxy-4’-Methyl-2,2’-Bipyridin 3 ( Geren et al., 1991) Drei Gramm
(0,016 mol) 4-Formyl-4’-Methyl-2,2’-Bipyridin 2 werden in 30 ml Methanol gel￿st. Anschlie-
￿end werden 0,6 g (0,016 mol) Natriumborhydrid, die zuvor in 5 ml 0,2 N Natronlauge gel￿st
wurden, in den Ansatz unter Eisk￿hlung zugetropft. Das Gemisch wird auf Raumtempe-
ratur gebracht und noch f￿r eine weitere Stunde ger￿hrt. Nach Filtration des schwarzen
Niederschlages und Abzug des Methanols werden 10 ml ges￿ttigte Natriumcarbonatl￿sung
hinzugef￿gt. Das Produkt wird mit 3×10ml Chlorofrom extrahiert. Die organische Pha-
se wird ￿ber Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wird das L￿sungsmittel unter Vakuum
entfernt (Ausbeute 45 %).
Analyse: 1H-NMR (CDCl3): CH3 2,43 ppm; CH2OH 4,78 ppm; aromatische 7,13-8,60 ppm.
Darstellung von 4-Hydroxymethyl-4’-Methyl-2,2’-Bipyridin-Ruthenium(II)-Tetrachlorid
4 (Krause, 1977) Zu einer 1 N Salzs￿urel￿sung (30 ml) gibt man 2,06 g (0,010 mol) RuCl3
und 2,4 g (0,012 mol) 4-Hydroxy-4’-Methyl-2,2’-Bipyridin 3 und r￿hrt, bis sich die Feststof-
fe gel￿st haben. Danach wird das Reaktionsgef￿￿ verschlossen, und man l￿sst den Ansatz
f￿r 21 Tage im Dunkeln stehen. Das Rohprodukt wird ￿ltriert und mit Wasser gewaschen.
Anschlie￿end wird es ￿ber P4O10 im Vakuum getrocknet (Ausbeute 80 %).
Darstellung von 2,2’-Bipyrazin 6 (Rillema et al., 1983) 6,25 g (0,050 mol) von Py-
razincarbons￿ure 5 werden in 200 ml Ammoniak (15 M) gel￿st. Das L￿sungsmittel wird
abgezogen und der R￿ckstand in 250 ml einer ges￿ttigten Kupfer(II)-Acetat-L￿sung auf-
genommen. Der Ansatz wird 1 h bei Raumtemperatur ger￿hrt und der blaue Niederschlag
anschlie￿end durch Filtration gewonnen. Nach Waschen mit Ethanol und Diethylether wird
der Feststo￿ getrocknet. Der Feststo￿ wird in Portionen von 2,5 g sublimiert ( ≈ 280￿ C).
Hierbei scheidet sich das gew￿nschte Produkt am unteren Ende, das Nebenprodukt Pyra-
zin am oberen Ende der Sublimationsapparatur ab. Das Rohprodukt wird gesammelt und
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aus Diethylether umkristallisiert (Ausbeute 10%).
Analyse 1H-NMR (CDCl3): 8,68 (s); 9,63 (s).
Darstellung von [(2,2’-Bisbipyrazin-4-Hydroxymethyl-4’-Methyl-(2,2’)-Bipyridin-Ruthe-
nium(II)]-Bishexa￿uorophosphat (Rillema et al., 1983) 0,47 g (1 mmol) 4-Hydroxyme-
thyl-4’-Methyl-2,2’-Bipyridin-Ruthenium(II)-Tetrachlorid 4 und 0,37 g (2,34 mmol) Bipy-
razin werden in 25 ml Ethylenglykol gel￿st und f￿r 30 min unter R￿ck￿uss erhitzt. Die
L￿sung wird auf Raumtemperatur gebracht und der Rutheniumkomplex mit einer ges￿t-
tigten Kaliumhexa￿uorophosphat-L￿sung gef￿llt. Nach Zugabe von 25 ml Wasser wird das
Pr￿zipitat ab￿ltriert. Nach Aufnahme in Acetonitril wird das Produkt erneut durch Ein-
f￿hren in Diethylether gef￿llt, ￿ltriert und mit Ether gewaschen. Anschlie￿end wird das
Produkt im Vakuum getrocknet (Ausbeute 75 %).
Darstellung von Ru(bpz)2dmbpy 8 (Geren et al., 1991) Nach Zugabe von 0,5 g (0,55
mmol) von 7 zu 10 ml HBr und 1 ml Schwefels￿ure (98 %) wird der Ansatz f￿r 3 h unter
R￿ck￿uss gekocht. Danach wird der Ansatz auf Raumtemperatur gek￿hlt und das Produkt
mit Ammoniumhexa￿uorophosphat gef￿llt. Das Pr￿zipitat wird ￿ltriert und mit Diethy-
lether gewaschen, anschlie￿end unter Vakuum getrocknet (Ausbeute 40 %).
Analyse: 1H-NMR (MeOD):CH3 2,52 ; CH2Br 4,63; arom. 7,3-9,8. m/z (%): [Ru(bpz)2dmbpy
]2+ 339,8 (61,4); ([Ru(bpz)2dmbpy ]2+-e-) 178,0 (100).
Kopplung von Ru(bpz)2dmbpy mit H39C;C102T Cytochrom c aus Hefe (Engstrom
et al., 2003) Die Mutante H39C;C102T Cytochrom c wurde von Dr. Tina Wenz (MPI
f￿r Biophysik) hergestellt und freundlicherweise zur Verf￿gung gestellt. Ungef￿hr 500 ￿M
Cytochrom c werden mit 260￿M Dithiothreitol in 50 mM Kaliumborat (pH 9,0) versetzt,
um eventuell entstandene Dimere ￿ber die Disul￿dbindung zu l￿sen. Der Ansatz wird
unter Sticksto￿ f￿r 30 min inkubiert. Darauf werden 1,8 mM Ru(bpz) 2dmbpy zugef￿gt
und der Reaktionsansatz f￿r drei Stunden bei Raumtemperatur gehalten. Anschlie￿end
wird ￿bersch￿ssiges Ru(bpz)2dmbpy durch Konzentratoren und anschlie￿ende Dialyse vom
markierten Cytochrom c getrennt.
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